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A. Einleitung 

Der Beginn einer Haiutung bedeutet fiir den gr6é8ten Teil der Zellen 
einer Insektenlarve den Beginn einer Phase ganz spezifischer Leistungen. 
Diese Leistungen kénnen etwa in der Bildung einer neuen Kutikula, 
in Wachstumsprozessen, Differenzierungsvorgangen einzelner Zellen oder 
wenigzelliger Organe, Driisenaktivitaéten, aber auch im Zerfall durch 
Histolyse und vielem anderen bestehen. Besonders intensiv untersucht 
ist das Verhalten der Epidermis und die Differenzierungsleistungen der 
von ihr abstammenden Kleinorgane (vgl. z.B. KUHN und PIEPHO 1938, 
HENKE 1953, WiGGLEswortH 1953, CLEVER 1958). Das Reaktions- 
und Differenzierungsverhalten der verschiedenen Zellen ist mit dem 
jeweiligen Entwicklungszustand der Larve korreliert. Die Korrelation 
erfolgt iiber ein Hormonsystem. Wieweit ist. nun das genetische Ma- 
terial in den einzelnen Zellen an den Differenzierungsprozessen und ihrer 
Steuerung beteiligt ? Fiir dieses schon klassische Problem der Ent- 
wicklungsphysiologie und Genetik bietet die Zelldifferenzierung in der 
Spatentwicklung der Insekten einen ganz neuen Angriffspunkt. 
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Die hochpolyténen Riesenchromosomen, die in manchen Geweben 
der Dipterenlarven vorkommen, zeigen namlich ein gewebespezifisches 
Muster von Strukturmodifikationen, das wihrend der Larvenentwick- 
lung spezifische Verinderungen erfihrt (BEERMANN 1952; MECHELKE 
1953, 1958; BREUER und Pavan 1955; BECKER 1959). Nach der Hypo- 
these BEERMANNs (1952) handelt es sich bei diesen Strukturmodifika- 
tionen (Balbiani-Ringen und Puffs) um morphologische Anzeichen fiir 
eine Aktivitaét der dort gelegenen Gene. Diese Hypothese ist inzwischen 
durch zahlreiche Befunde gut gestiitzt worden, so daB man sie heute 
als gesichert ansehen darf (altere Literatur s. BEERMANN 1959, seitdem 
PELLING 1959, RupKIN und Woops 1959, Srrtin 1960, BEERMANN 
1961). Sie wird dieser Arbeit ohne weitere Diskussion zugrunde gelegt. 

Fir den Entwicklungsphysiologen bietet sich damit die interessante 
Moglichkeit, unter Verwendung der Ergebnisse der Arbeiten an Riesen- 
chromosomen einerseits, der entwicklungsphysiologischen Analysen der 
Insektenentwicklung andererseits, die eingangs gestellte Frage nach der 
Beteiligung des genetischen Materials an Prozessen der Zelldifferen- 
zierung an einem sehr giinstigen Modell in Angriff zu nehmen. Zu 
einer solchen Untersuchung soll mit dieser Arbeit der Anfang gemacht 
werden. 

Bei der hormonalen Steuerung der Differenzierungsvorgange in der 
postembryonalen Insektenentwicklung wirken nach der heute allgemein 
anerkannten Vorstellung im wesentlichen drei Hormone zusammen 
(siehe z.B. PrepHo 1951; W1iGGLESworTH 1954, 1957; Karutson 1959). 
Auf einen von Art zu Art wechseladen Reiz hin geben die neuro- 
sekretorischen Zellen des Gehirns ein Hormon ab, das die Prothorax- 
driisen zur Ausschiittung ihres Hormons, des Ecdysons, anregt. Das 
Ecedyson lost dann in den verschiedenen Geweben die zur Hautung 
fiihrenden Prozesse aus. Ein drittes Hormon schlieBlich, das von den 
Corpora allata abgegeben wird, beeinfluBt den Charakter der Hautung: 
ist es in groBer Menge vorhanden, so resultiert eine Larvenhautung, ist 
seine Menge geringer, eine Puppenhautung, fehlt es ganz, so ist die 
nachstfolgende Hautung eine Imaginalhautung. 

Die Grundfunktion der Hautungsauslésung in den einzelnen Geweben 
kommt also dem Hormon der Prothoraxdriisen, dem Ecdyson, zu. Es 
wurde 1954 als erstes und bisher einziges Insektenhormon in kristalli- 
sierter Form gewonnen (BUTENANDT und Karison 1954). Dadurch ist 
es moglich, experimentell die hautungstypischen Zelldifferenzierungen 
in den einzelnen Geweben auszulésen. Die Beschreibung der durch 
injiziertes Ecdyson ausgelésten Veranderungen des Aktivitatszustandes 
einzelner Gene in den Riesenchromosomen der Speicheldriisen ist Ge- 
genstand dieser Arbeit. Als aktiv bezeichnen wir dabei alle Gene, die 
einen mit unseren Methoden nachweisbaren Puff ausgebildet haben, als 
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Aktivierung entsprechend die Auflockerung einer euchromatischen 
Querscheibe zu einem Puff, bzw. die weitere Vergré8erung eines schon 
vorhandenen Puffs. 


Herrn Prof. Karuson, Miinchen, der mir das Ecdyson zur Vertiigung stellte, 
bin ich zu groBem Dank verpflichtet. Nur durch seine grofziigige Unterstiitzung 
war diese Untersuchung méglich. Frl. H. UppHorr verdanke ich sorgfaltige Hilfe 
bei den Experimenten, Herrn E. Frerpere die Anfertigung der Zeichnungen. 


B. Material und Methoden 


1. Material 

Die Untersuchungen wurden an Laborzuchten von Chironomus tentans durch- 
gefiihrt, und zwar wurden fiir die ersten Versuche Tiere aus Zuchten genetisch 
verschiedener Stiimme benutzt, spiter wurde fast ausschlieBlich mit Inzucht- 
stammen gearbeitet, die 1958 aus seit langerem im Labor gehaltenen Wild-Zuchten 
isoliert worden waren. Unterschiede in der Reaktion, die sich auf genetische Ver- 
schiedenheiten des Materials hatten beziehen lassen, wurden nicht beobachtet. 

Die Larven wurden nach einer von BEERMANN entwickelten Methode in 0,06 %- 
iger Kochsalzlésung geziichtet. Als Futter dienten Erlenlaub und Brennesselpulver. 
Die Zuchttemperatur betrug 18°C. 

Die Entwicklungsgeschwindigkeit der Tiere in einer Zuchtschale pflegt auch 
dann, wenn alle Tiere aus einem Gelege stammen, zu variieren. Um trotzdem fiir 
die Versuche méglichst gleichartiges Material zu haben, wurden aus solchen Zuch- 
ten taglich die Larven, die sich gerade zum letzten (4.) Stadium gehautet hatten 
— sie sind an den noch unausgefairbten Kopfkapseln zu erkennen —, abgesammelt 
und in entsprechend kleinen Tochterkulturen weitergeziichtet. Diese Zuchten 
enthielten dann, je nach der Ausbeute, etwa 10—40 Larven; die GréBe der Zucht- 
schalen wurde der jeweiligen Anzahl angepaBt. Die Entwicklungsgeschwindigkeiten 
der Tiere einer Tochterkultur stimmten recht gut iiberein. Die Entwicklungs- 
geschwindigkeiten der Tiere in verschiedenen Tochterkulturen waren ebenfalls im 
allgemeinen gleich, es kamen aber auch immer wieder Kulturen vor, die sich wesent- 
lich schneller oder langsamer als der Durchschnitt entwickelten. Die durchschnitt- 
liche Entwicklungsdauer vom Ansetzen einer Tochterkultur bis zur Puppenhautung 
der Larven betrug etwa 3 Wochen. Die Vorpuppenphase begann entsprechend 
einige Tage friiher. Fiir die Versuche wurden Tiere am 4., 8. und gréBtenteils 
12. Tag des letzten Larvenstadiums verwendet. Sie hatten gew6hnlich noch nicht 
mit der Metamorphose begonnen. 


2. Préparationstechnik 


Fiir die Chromosomen-Untersuchung wurden in der iiblichen Weise Orcein- 
essigsiure- Quetschpriparate hergestellt, die dann noch mit Lichtgriin gegengefirbt 
wurden. Fiir die Gegenfirbung bewihrte sich folgendes Farbgemisch am besten: 

Stammlésung I: Lichtgriin FS, 0,1% in 96%igem Alkohol. 

Stammlésung IT: Orange G, 0,2% in 70%igem Alkohol. 

Zum Gebrauch wurden die Lésungen im Verhialtnis 55:45 gemischt. — Fiir 
andere Gewebe sind andere Mischungsverhiltnisse erforderlich. — Durch Zugabe 
von 1—2 Tropfen Eisessig wurde ein py-Wert von etwa 5 eingestellt. Die Prapa- 
rate blieben 2 Tage in dieser Farblésung, anschlieBend wurden sie ohne weitere 
Differenzierung in Caedax eingebettet. In gelungenen Priiparaten ist das Plasma 
blaBgriin, die Chromosomen farblos bis auf die Puffs, die Balbiani-Ringe und die 
Nukleolen, die leuchtend griin erscheinen. Das Querscheibenmuster ist bei dieser 
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Praparations-Technik nicht ganz so gut erkennbar wie in reinen Karmin- oder 
Orcein-Essigsiure-Praparaten. Auflockerung einer Querscheibe und ihre Griin- 
farbung dienten als Kriterium fiir das Auftreten eines Puffs. 


3. Das Experiment 


Das Ecdyson wurde in zweierlei Form verwendet, als weitgehend gereinigter 
Extrakt und als kristallisiertes, reines Hormon. Beides wurde aus Puppen von 
Bombyx mori gewonnen. In der Wirkungsweise beider Praparate zeigte sich kein 
Unterschied, so da8 im folgenden nicht angegeben wird, welches Praparat jeweils 
benutzt wurde. Wesentlich ist nur, da durch die Verwendung des reinen Hormons 
gezeigt ist, daB die beobachteten Effekte auf das Hormon selbst zuriickgehen und 
nicht auf eventuell in den anderen Praparaten noch vorhandene Beimengungen. 

Dic Wirksamkeit des Ecdyson wird gemessen in Calliphora-Kinheiten (abge- 
kiirzt CE; s. Karitson 1956). Samtliche Dosisangaben sind in diesen Einheiten 
gemacht und basieren auf der von Prof. Karson im Calliphora-Test bestimmten 
Wirksamkeit der jeweiligen Praparate. 

Das Ecdyson wurde in 0,65%iger NaCl-Lésung gelést injiziert. In der Regel 
war die zu injizierende Dosis in 3 ul Flissigkeit gelést, in einigen Fallen — Ver- 
suche mit 10 CE Ecdyson -— in 2 ul. Zur Injektion wurde die abgemessene Menge 
Lésung in eine feine Glaskaniile aufgesogen und in einen der Nachschieber inji- 
ziert; anschlieBend wurde der Nachschieber abgeschniirt, so daB keine Fliissigkeit 
wieder austreten konnte. 

Bei der gewahlten Versuchsmethodik ist es nicht méglich, das Puffmuster der 
Chromosomen einer Larve vor dem Eingriff zu protokollieren. Da das Puffmuster 
der Larven einer Tochterkultur jedoch entsprechend ihrer gleichmaBigen Ent- 
wicklungsgeschwindigkeit ebenfalls im wesentlichen iibereinstimmt, geniigt es, 
das Puffmuster unbehandelter Tiere jeder Kultur zu priifen, um den Ausgangs- 
zustand vor der Injektion kennenzulernen. Einige Versuche, bei denen das Puff- 
muster der Kontrolltiere sehr ungleich oder der Puff, dessen BeeinfluBbarkeit 
durch das Ecdyson gepriift werden sollte, bereits vorhanden war, wurden ver- 
worfen. 

In einer besonderen Versuchsserie wurde gepriift, ob injizierte reine NaCl- 
Lésung bereits einen EinfluB auf die Puffentwicklung hat. Der Vergleich des Puff- 
musters solcher Larven mit dem hormonbehandelter einerseits, mit dem védllig 
unbehandelter andererseits zeigte immer véllige Ubereinstimmung mit dem der 
unbehandelten Larven. Als Versuchskontrollen wurden daher nur noch wie oben 
beschrieben unbehandelte Larven genommen, die den Versuchstieren entsprechend 
bis zur gleichzeitigen Fixierung gehalten wurden. 

. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur durchgefiihrt, die Versuchstiere 
anschlieBend wieder in den Zuchtraum zuriickgebracht. 


C. Die verschiedenen Genreaktionen 


Die auffalligsten Verdénderungen im Verlauf der Puppenhaéutung 
zeigen die Epidermis und, als Abkémmlinge von ihr, die Imaginal- 
scheiben. Diese Organe eignen sich daher auch am einfachsten als 
Kontrollen dafiir, ob durch einen experimentellen Eingriff das Hau- 
tungsverhalten ausgelést wird. 

In alteren Larven von Chironomus tentans sind die Fligel- und 
Beinimaginalscheiben bereits ziemlich gro8 und gegliedert (s. Abb. 1a). 
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Ihre Epidermis ist ein dicht gepacktes, plasmareiches Zylinderepithel; 
die Kerne liegen bei Aufsicht auf das Totalpriparat eng aneinander. 
Drei Tage nach der Injektion von 45 CE Ecdyson sind die Thorax- 
segmente der Larven, als 4uBeres Zeichen dafiir, daB wir nun Vorpuppen 
vor uns haben, angeschwollen. Die Imaginalscheiben haben sich stark 
vergroBert und weiter differenziert: ihre Epidermis ist locker und diinn 
geworden, ihre Kerne haben im Totalpraparat weiten Abstand von 
einander. Die Puppenkutikula ist jetzt bereits ausgeschieden und liegt 





Abb. 1a u. b. Beinanlagen zweier Larven, die beide am 15. Tag nach der Haiutung zum letzten 
Larvenstadium fixiert wurden. Der Larve in b waren am 12. Tag 45 CE Ecdyson injiziert 
worden. Vergr. etwa 80 x 


der gefaltelten Epidermis als diinnes Hautchen an. Abb. 1 zeigt diese 
Verinderungen an Beinanlagen zweier Larven, die beide am 15. Tag 
nach der Hautung zum letzten Larvenstadium fixiert wurden. Die 
Larve in Abb. 1b erhielt am 12. Tag eine Injektion von 45 CE Ecdyson; 
die Larve in Abb. la war nicht behandelt worden. 

Durch das Ecdyson werden also in unseren Versuchen die typischen 
Verinderungen an Epidermis und Imaginalscheiben ausgeldést, d.h. es 
wird das normale Metamorphoseverhaiten eingeleitet }. 

Die verschiedenen Puffs in den Chromosomen von Chironomus ten- 
tans unterscheiden sich in der Normalentwicklung in dreierlei Weise: 
in der GréBe, die sie erreichen, in ihrer Aktivitaétsdauer und in ihrer Be- 
ziehung zur Entwicklung (s. CLEVER 1961b; im folgenden zitiert als 
Teil II). Die Mehrzahl der Puffs in den Speicheldriisen ist sehr klein 
und eignete sich deshalb fiir Untersuchungen, wie sie hier durchgefiihrt 


1 Siehe auch FuBnote S. 663. 
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wurden, wenig. Die Aktivitétsdauer der puffbildenden Gene ist sehr 
verschieden. Bei Genen mit sehr kurzer Aktivitétsdauer miiBte man, 
um ihr Reagieren unter den Bedingungen des Experiments zu prifen,. 
Praparate in sehr kurzen Zeitintervallen nach dem experimentellen Ein- 
griff machen, Gene mit lingerer Aktivitaétsdauer eignen sich deshalb 
fiir die Untersuchung besser. Drittens schlieBlich kann man unter- 
scheiden zwischen Puffs, die nur in bestimmten Entwicklungsabschnitten 
vorhanden sind, und solchen, die wahrend aller Entwicklungsabschnitte 
aktiv sein kénnen. Puffs der ersten Gruppe werden als entwicklungs- 
spezifische, solche der zweiten Gruppe als entwicklungsunspezifische 
bezeichnet. 

Von den uns bekannt gewordenen und von uns untersuchten Gen- 
Reaktionen sind im folgenden saémtlich die beschrieben, welche in 
den ersten Stunden nach der Hormon-Injektion erfolgen. Im tbrigen 
sind Beispiele fiir typische Reaktionsweisen beschrieben. Was die Voll- 
standigkeit betrifft, so ist aber natiirlich immer daran zu denken, dab 
wahrscheinlich nicht alle reagierende Gene gut erkennbare Puffs aus- 
bilden. Die Gene bzw. Puffs, sind nach ihrer Lokalisation in den Chro- 


mosomen bezeichnet!. 

Die Reihenfolge, in der die Genaktivierungen beschrieben werden, 
folgt der zeitlichen Sequenz ihrer Reaktion nach der Injektion des 
Hormons. 

; 1. Der Puff I-18-C 

Nach Injektion von Ecdyson tritt im Abschnitt 18-C des I. Chro- 
mosoms (Chromosomenkarten nach BEERMANN 1952, 1955) proximal 
der dicken Querscheibengruppe, die die Grenze zum Abschnitt 19 
bildet, ein Puff auf (Abb. 2). 

Die Lokalisation ist bei diesem Puff leicht méglich. Im Abschnitt 
18-C sind zwei diinnere Querscheiben die letzten sicher erkennbaren. 
Die distale von ihnen (Pfeil in Abb. 4a) geht gewohnlich in den Puff 
auf und ist dann nicht mehr als scharf konturierte, orceingefirbte Bande 
erkennbar. Es wurde daher zunachst angenommen, der Puff wiirde von 
dieser Scheibe gebildet. In einem in dieser Region ungewohnlich stark 
gestreckten Chromosom sind jedoch Scheibe und Puff deutlich von 
einander getrennt (Abb. 3): der genaue Entstehungsort des Puffs liegt 
also zwischen der dicken Scheibengruppe und der diinnen proximal 
folgenden Querscheibe, und zwar in ihrer unmittelbaren Nahe. 


1 Streng genommen diirften wir nur sagen, da in den einzelnen Chromosomen- 
abschnitten gelegenes genetisches Material bestimmte Reaktionen zeigt. Wenn 
hier trotzdem abkiirzend von ,,Genen“ gesprochen wird, so soll damit aber natiir- 
lich nichts tiber die genetische Einheit, die an der jeweiligen Reaktion beteiligt ist, 
ausgesagt werden. 
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In diesem Gebiet war bisher auch in Praparaten, in denen kein Puff ausgebildet 


war, keine weitere Querscheibe zu erkennen. Nun hingt allgemein die Anzahl 
erkennbarer Scheiben in den Riesenchromosomen vom Grad ihrer Streckung ab; 





a, Az b, b. 
Abb. 2a u. b. Abschnitte 18 und 19 des I. Chromosoms, zur Demonstration der griin- 
gefirbten Puffs jedes Chromosom mit Griinfilter (a,, b,) und Rotfilter (a,, b,) photogra- 


phiert. a Unbehandelte Kontroll-Larve, b nach der Injektion von 45 CE Ecdyson; der 
induzierte Puff I-18-C ist mit Pfeil markiert. Vergr. etwa 1700 x 


bei starker Streckung lassen hiufig Scheibengruppen, die gewéhnlich einheitlich 
erscheinen, ihren Aufbau aus einer Anzahl von Scheiben erkennen (s. BEERMANN 
1952). Das trifft auch fiir mehrere Querscheiben des in Abb. 3 dargestellten 
Chromosoms zu, wie der Vergleich mit den anderen, den gleichen Chromosomen- 
abschnitt darstellenden Abbildungen zeigt. Die puffbil- 
dende Querscheibe wird also der in Abb. 4a mit Pfeil 
bezeichneten sehr eng anliegen und mit ihr gewodhnlich 
zu einer einheitlichen, d.h. optisch nicht auflésbaren 
Struktur verschmelzen. Auch andere Puffs lassen, wenn 
sie nur schwach ausgebildet sind, hiufig erkennen, daB 
sie neben deutlichen Orceinquerscheiben liegen, welche 
bei gréBerer Ausbildung des Puffs unsichtbar sind, nicht 
aber von diesen Querscheiben selbst gebildet werden. 
Einen Hinweis dafiir, daB die Puffs in den Zwischen- 
scheibenbereichen entstehen statt aus Querscheiben, 
muB8 man aber nach dem eben Dargestellten darin 
nicht sehen. 


Da das Aussehen der Region, in welcher der 
Abb. 3. Abschnitte 18 


Puff entsteht, auch in den Kontrollen etwas {na /i9 aes I. Chromo- 


wechseln kann, ist eine genaue Definition nétig, soms aus einem beson- 
ders stark gequetschten 


wann hier von einem Puff gesprochen werden  praparat. Der induzierte 
soll. Die in Abb. 4a mit Pfeil bezeichnete Quer- Pf ce Sg Pfeil 
scheibe kann (1) véllig scharf konturiert ausge- 

bildet sein, ohne ein Anzeichen einer Auflockerung oder einer Anfar- 
bung mit Lichtgriin zu zeigen. Haufig (2) ist sie jedoch, vor allem an 
ihrem distalen Rand, nicht ganz so scharf begrenzt wie die Mehrzahl 
der itibrigen Scheiben; sie kann dann die Andeutung einer Griinfarbung 
zeigen. In anderen Praparaten ist ein breiterer diffuser Bereich, der sich 
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griin anfarbt, ausgebildet; die Orceinquerscheibe ist dann gewohnlich 
nicht mehr erkennbar (3). Zweifellos ist jetzt ein schwacher Puff aus- 
gebildet. Zwischen diesen Zustanden gibt es Uberginge, ohne da8 eine 
scharfe, eindeutige Grenzziehung moglich ware. Willkirlich wurde der 
oben als (3) beschriebene Zustand als untere Grenze fiir das Vorhauden- 
sein eines Puffs festgesetzt (Abb. 4b). Samtliche Praparate, in denen 
nicht mindestens dieser Ausbildungsgrad des Puffs erreicht ist, wurden 
als negativ gewertet. 

Der Vergleich der Puffhdufigkeit im gesamten Versuchsmaterial und 
in der Kontrolle ergibt, da der Puff in Abschnitt I-18-C bei 89,8% 
(n = 225) der mit Ecdyson behandelten Tieren vorhanden ist, im Gegen- 
satz dazu nur bei 8,1% (n=135) der Kontrolltiere. LaBt man aus dem 
Gesamtmaterial die Tiere weg, welche sehr bald nach der Injektion und 
die, welche erst nach einem Tag und spater fixiert wurden — fiir sie 
gelten besondere Verhaltnisse, s. unten —, so erhdht sich der Prozent- 
satz bei den injizierten Tieren auf 96,4%. 

Die Falle, in denen kein Puff auftrat, verteilen sich gleichmaBig iiber simtliche 
Versuchsgruppen, auch die, in denen die Puffbildung besonders stark war. Welche 
Ursachen der negative Versuchsausfall hat, 1aBt sich nicht entscheiden; méglicher- 
weise liegen Versuchsfehler vor. 

Die hier mitgeteilten Prozentsiitze liegen sowohl bei den Versuchstieren als 
auch bei den Kontrollen etwas héher als in der ersten Mitteilung (CLEVER und 
Karson 1960), deren Material auch in den Zahlen dieser Arbeit enthalten ist. 
Das liegt hauptsachlich daran,.da8® wir damals den Puff noch nicht genau definiert 
hatten und, um bei der noch weniger intimen Kenntnis dieser Chromosomenregion 
sicher zu gehen, nur besonders deutliche Puffausbildung als positiv werteten. Bei 
der erneuten Durchsicht fiir diese Arbeit wurde die Puffausbildung dann in einigen 
Fiillen anders als damals bewertet. 

Die GréBe des Puffs kann bei verschiedenen Tieren sehr verschieden 
sein, auBerdem kann auch die Intensitaét seiner Anfairbung mit Licht- 
griin variieren. Man konnte daran denken, und besonders die Befunde 
BrEcKERs (1959) an Drosophila legen den Gedanken nahe, daB man zu- 
fallig in verschiedene Entwicklungsphasen der Puffbildung hineingeraten 
ware, d.h. einmal einen sich entwickelnden oder bereits sich riick- 
bildenden, ein anderes Mal aber einen voll ausgebildeten Puff vor sich 
hatte. Da aber der Puff I-18-C zu denen mit langdauernder Aktivitats- 
phase gehort — wie sich im einzelnen noch zeigen wird —-, kann es sich 
hier nicht nur darum handeln. Man ist daher berechtigt, den Puff in 
diesen Versuchen als relativ statisches Gebilde zu betrachten und kann 
versuchen, die unter verschiedenen Versuchsbedingungen erhaltenen 
PuffgréBen zu vergleichen. 

Wie lassen sich PuffgréBen vergleichen ? Leider ist es sehr schwierig, 
Puffgr6Ben exakt zu messen und zu vergleichen. Die an sich schon ge- 
ringe GréBe der Puffs, dazu hier noch die Nachbarschaft der dicken 
Orceinquerscheiben, die Unsicherheit einer gleichmaBigen Anfarbung 
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und schlieBlich die unterschiedliche Gr6éBe der Chromosomen verschie- 
dener Tiere und auch der verschiedenen Zellen der Driisen eines Tieres 
entsprechend ihrem unterschiedlichen Polytaéniegrad erschweren das 
sehr. Um trotz dieser Schwierigkeiten fiir die Untersuchung von den 
PuffgréBenunterschieden wenigstens einen begrenzten Gebrauch ma- 
chen zu kénnen, wurden Gréfenklassen fiir die Puffs festgesetzt, in 
welche die Tiere nach subjektiver Beurteilung am Mikroskop eingeordnet 
wurden. Das Klassenschema wurde wie folgt festgelegt (vgl. Abb. 4): 


10 





Abb. 4 a—d. Verschiedene Ausbildungsstufen des Puffs I-18-C. Typische Beispicle fiir 

Puffs der verschiedenen GréBenklassen (Ziffern unter den Chromosomen). a Aus Kon- 

trolltier, b—d aus Larven nach Injektion von Ecdyson. Der Pfeil in a markiert die Quer- 

scheibe, die unmittelbar neben dem Entstchungsort des Puffs liegt und gewoéhnlich in ihn 
aufgeht 


Klasse 0 (Abb. 4a): kein Puff ausgebildet, siehe Definition S. 613f. 

Klasse 1 (Abb. 4b): Orceinquerscheibe gewohnlich nicht mehr er- 
kennbar, statt dessen schmaler, aufgelockerter und sich griinfarbender 
Bereich. 

Klasse 2 (Abb. 4c): starke griine Querzone, Orceinbande nicht mehr 
erkennbar, aber noch keine Aufblahung des Chromosomenabschnittes. 

Klasse 3 (Abb. 4d): der Puff reicht proximal bis fast an die nachste 
Querscheibe heran, die dadurch verbogen ist. Sehr intensive Griin- 
farbung. Durch die starke Aufblahung ist das Chromosom lokal seitlich 
verdickt. 

Die Wahl dieser GroBenklassen ist willkirlich; ihr entspricht keine 
diskontinuierliche Variabilitat der PuffgréBen. Dementsprechend ist es 
in manchen Fallen auch willkiirlich, ob man ein Praparat der héheren 
oder der niedrigeren Klasse- zuteilt, obgleich die meisten Praparate 
innerhalb der hierfiir méglichst giinstig gewaéhlten Grenzen liegen. Um 
subjektive Fehler durch Voreingenommenheit méglichst auszuschalten, 
wurden die Protokollnummern der Praparate vor der Bewertung ver- 
klebt und die Praéparate von Versuchs- und Kontrolltieren chiffriert aus- 
gewertet. Erst nachdem die Auswertung beendet war, wurden die Be- 
wertungen in die Versuchsprotokolle eingetragen. Mehrfache auf diese 
Weise durchgefiihrte Bewertungen desselben Materials ergaben nur 
geringe Abweichungen. 
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Will man nicht nur die einzelnen Puffs nach diesen GréBenklassen 
ordnen, sondern — wie es hier geschehen soll — die Tiere nach der 
Gr6éBe dieses Puffs in ihren Speicheldriisen, so setzt das voraus, daB die 
Puffausbildung in den verschiedenen Zellen einer Driise (bzw. der beiden 
Driisen eines Tieres) einheitlich ist. Tatsaichlich ist gewéhnlich die 
Variabilitaét der PuffgréBe in den Zellen eines Tieres gering und bleibt 
innerhalb der Grenzen einer Klasse. Ausnahmefalle gab es, in denen die 
Puffgr6Be deutlich iiber zwei angrenzende GrdBenklassen verteilt war; 

noch weiter streuende Variabilitat 
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eingegangen. 

Auch die GroBenvariabilitat der 
tibrigen in dieser Arbeit unter- 
suchten Puffs in den verschiedenen 
Zellen eines Tieres ist gering. 

Vergleicht man, entsprechend unserem Klassifikationsschema, die 
Héufigkeit der verschiedenen PuffgréBen bei Kontrollen und injizierten 
Tieren, so zeigt sich, daB der Puff auch bei den 8,1% positiv bewerteten 
Kontrolltieren sehr viel schwacher ausgebildet ist als bei der Mehrzahl 
der injizierten Tiere (Abb. 5). Das enthebt einen praktisch zunachst der 
— schwierigen — Entscheidung dariiber, ob auch die ganz schwache 
Auflockerung, die wir als negativ werteten (s. S. 613f), als kleiner Puff 
anzusehen ist oder nicht. Selbst wenn es so ist, dann ist nun védllig 
sicher, dafS das Ecdyson die VergréRerung eines Puffs im Abschnitt 
I-18-C bewirkt. 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird das Verhalten des Puffs in der 
Normalentwicklung ausfiihrlich beschrieben werden, und es wird sich 
zeigen, das er fiir die Vorpuppenphase und andere Hautungsphasen 
spezifisch ist. Die durch das Ecdyson induzierbaren PuffgréBen sind 
die, welche auch in der normalen Entwicklung vorkommen. Im gréBten 
Teil der Vorpuppenphase bleibt die PuffgréBe im Rahmen der Klassen 1 
und 2 des gegebenen Klassifizierungsschemas, gegen Ende vergr6éBert 
er sich und ist ganz am Ende vielleicht noch gréfer als die gréBten in 
diesen Versuchen beobachteten. 


Puff-GréBenklassen ——> 
Abb. 5. Haufigkeiten der verschiedenen 
GréBenklassen des Puffs I-18-C im Kon- 
trollmaterial und nach Injektion von 
Eedyson. Gesamtmatecrial 
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Die induzierte Puff-Bildung ist also zunachst nur ein Kennzeichen 
dafiir, daB durch das Ecdyson Hautungsprozesse eingeleitet sind. Daf 
das Ecdyson diese Wirkung hat, ist bekannt und wurde oben (S. 611) 
auch fiir Chironomus bestatigt. 

Fiir die Beurteilung, in welcher Beziehung die Puffinduktion zur 
Metamorphoseauslésung durch das Ecdyson steht, ist es besonders wich- 
tig, den Zeitpunkt der Puffinduktion, relativ zur Injektion, zu kennen. Auf 
diese Frage war, nachdem die BeeinfluBbarkeit der Puffbildung einmal 
bekannt war, ein groBer Teil der Experimente von vornherein wesentlich 
abgestimmt. Wir fixierten zundchst 8, dann 4, dann 2 Std nach der 
Injektion und stellten keine Unterschiede im Ergebnis fest (CLEVER und 
Karson 1960). Wir gingen schlieBlich zu noch kirzeren Zeiten tiber, 
wobei wir, unseren inzwischen gewonnenen Erfahrungen itiber die wirk- 
samste Ecdysondosis entsprechend (s. unten), eine héhere Dosis als in 
den ersten Versuchen benutzten, namlich 45 CE. 


In einem dieser Versuche stellten wir bereits 15 min nach der In- 
jektion einen Unterschied zwischen Versuchstieren und Kontrollen fest 
(alle 4 Versuchstiere besaBen den Puff, 3 Kontrollticre besaBen ihn 
nicht). Diesen Befund konnten wir jedoch in weiteren Versuchen nicht 
sicher bestatigen. Die PuffgréBe ist so kurz nach der Injektion sehr 
gering und eine sichere Aussage entsprechend schwierig. Deutlich be- 
gonnen hat die Puffbildung dagegen zweifellos 30 min nach der Injek- 
tion (vgl. Abb. 6; zu den 13 Tieren dieses Versuchs gehéren 12 Kontroll- 
tiere, von denen eins den Puff in der GréBe 1 besaB). Beriicksichtigt 
man nun noch, daB von der Aktivierung des Gens bis zur Entwicklung 
eines deutlichen Puffs auch noch einige Zeit vergehen wird — bis zur 
vollstéindigen Ausbildung dauert es 1—2 Std (s. unten) —, so folgt, daB 
die Aktivierung des Gens I-18-C sehr bald nach dem Eindringen des 
Ecdysons in die Zelle einsetzen muB. Das bedeutet aber, daB zu den 
allerersten der durch das Ecdyson ausgelésten Prozesse die Aktivierung 
eines bestimmten Gens gehort. — 

Wieviel Zeit vergeht, bis das injizierte Hormon in die Driisenzellen 
eingedrungen ist, liBt sich nicht genau angeben. Leider laBt es sich 
bisher im Tier nicht lokalisieren. In parallellaufenden Versuchen in 
unserem Institut injizierte PELLING jedoch mit gleicher Versuchs- 
technik *H-Uridin und studierte dessen Einbau in die Chromosomen 
im Autoradiogramm (PELLING 1959 und unveréffentlicht). Bereits 
10 min nach der Injektion erhielt er eine deutliche Markierung des 
Nukleolus und der Puffs in den Speicheldriisenchromosomen. Da die 
Molekulargewichte von Uridin und Ecdyson etwa in derselben GréBen- 
ordnung liegen, darf man mit einer ahnlichen Wanderungsgeschwindig- 
keit auch fiir das Ecdyson rechnen. 
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Die GréBe des induzierten Puffs ist 30 min nach der Injektion noch 
gering (Abb. 6). Die Puffs nach 1 Std fixierter Tiere sind jedoch im 
Durchschnitt gréBer als die der nach 30 min fixierten, die der nach 
2 Std fixierten sind im Durchschnitt noch gréBer (Abb. 6). Die Haufig- 
keitsmaxima der PuffgréBen verschieben sich also mit zunehmendem 
Abstand von der Injektion nach den héheren Gr6éBenklassen. Diese 
Verschiebung heiBt, daB der Puff in dieser Zeit noch weiter an GréBe 
zunimmt; die Unterschiede in der durchschnittlichen PuffgréBe in Abb. 6 
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Abb. 6. Hiéaufigkeit der GréBenklassen des Puffs I-18-C bei den Tieren, dic in den ersten 
Stunden nach der Injektion des Ecdysons fixiert worden sind 


bedeuten hier tatsachlich, daB wir in verschiedenen Phasen der Puff- 
bildung fixiert haben. Die Variabilitaét der PuffgréBe in den verschiede- 
nen Zellen einer Driise, die im allgemeinen gering ist (s. 8S. 616), ist bei 
den Tieren, die fixiert wurden, solange der Puff noch im Entstehen ist, 
auffallend gr6éfer als spater. 

Zwischen den 2, 4, 6 und 8 Std nach der Injektion fixierten Tieren 
lieBen sich in unserem Material, bei im iibrigen jeweils gleichen Ver- 
suchsbedingungen, keine Unterschiede in der Verteilung auf die Puff- 
gréBenklassen mehr nachweisen. 2 Std nach der Injektion scheint also 
die induzierbare PuffgréBe erreicht zu sein, die sich dann in den nachsten 
Stunden nicht weiter verindert. Wir konnten daher in den Abbildungen 
und Tabellen die Versuchsgruppen der 2—8 Std nach der Injektion 
fixierten Tiere jeweils zu einem Wert zusammenfassen. Die Dauer der 
Ausbildung des Puffs I-18-C betragt nach diesen Befunden von seiner 
Aktivierung bis zu der im Experiment erreichten Maximalgré8e etwa 
11/, Std. 

Die PuffgréBe ist jedoch auch bei den zu gleicher Zeit nach der In- 
jektion fixierten Tieren nicht gleich. Innerhalb der Wachstumszeit 
kénnte man diese GréBenunterschiede mit verschiedenen Entwicklungs- 
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geschwindigkeiten in den verschiedenen Tieren erklaren. Jedoch auch 
nach 2—8 Std, also wenn die Puffs ihre Endgr6fe erreicht haben und 
sich nicht weiter verandern, gehdren sie durchaus nicht derselben 
GréoBenklasse an, sondern verteilen sich mit ziemlich starker Variabilitat 
auf simtliche GréBenklassen (Abb. 6). Auch Puffs gleichen Entwick- 
lungsstadiums kénnen sich also in ihrer GroéBe unterscheiden. LaBt sich 
etwas aussagen tiber Faktoren, welche die Endgrée, die ein Puff erreicht, 
beeinflussen ? 

Die einfachste Annahme ware, daB die GréBe, die der Puff erreicht 
von der jeweiligen allgemein-physiologischen Situation des Tieres ab- 
hinge, also in gewissem Sinne eine Konstante der einzelnen Tiere ware. 
Es ist die Frage, 0b sich ein einmal vorhandener Puff in seiner GréBe 
tiberhaupt noch verindern laéBt, oder ob er auf die Induktion durch das 
Ecdyson nach einem Alles-oder-Nichts-Typ sofort mit der vollstandigen 
in diesem Falle méglichen GréBenausbildung reagiert. 

Diese Frage lieBe sich aus dem bisher Dargestellten beantworten, 
wenn man das ganz schwach diffuse Aussehen, das die Querscheibe bei 
einigen Kontrolltieren zeigt, die hier zur Klasse 0 gezahlt werden 
(s. S. 613), bereits als schwache Aktivitét zu deuten hatte (s. dazu 
Teil II). Dann miiBte ein Teil der Genaktivierung durch das Ecdyson 
auf die Veranderung solcher Puffs zurtickgehen. Wir haben es jedoch 
zunachst offengelassen, ob es ‘sich in solchen Fallen um einen aktiven 
Locus handelt. 

Man kann sich weiter tiberlegen, ob man nicht den Befund, dab 
etwa 10% der Tiere auch in den Kontrollen bereits sicher den Puff 
hatten (s. Abb. 5), fiir die Entscheidung ausniitzen kénnte. Denn es 
ist anzunehmen, da etwa derselbe Prozentsatz der Versuchstiere eben- 
falls den Puff bereits vor der Injektion hatte, und zwar ebenfalls nur in 
den kleinen GréBenklassen wie die Kontrollen. Wenn sich sichern lieBe, 
daB die Verschiebung des Haufigkeitsmaximums nach den gréBeren 
Klassen auch diese Tiere betroffen hatte, dann ware die Veranderungs- 
moglichkeit auch bereits ausgebildeter Puffs gezeigt. Wahrscheinlich 
ist es zwar auch so; der Beweis ist aber nicht zu fiihren. Denn da man 
tiber den Ausgangszustand des Einzeltieres nichts wei8, la8t sich nicht 
ausschlieBen, daB solche Tiere, die vor der Injektion den Puff bereits 
in geringer Ausbildung besitzen, nicht weiter reagieren und daher auch 
nach der Injektion wieder in denselben Gré8enklassen erscheinen, denen 
sie vorher zugehorten. 

Kin Beweis der Verédnderbarkeit ist jedoch auf der Linie dieses Ge- 
dankenganges méglich. Wie bereits erwahnt, war in einigen Versuchen 
der Puff bereits in den Kontrollen in mehr oder weniger starker, aber 
stets deutlicher Ausbildung vorhanden. Dementsprechend sollten ihn 
auch die Versuchstiere vor der Injektion besitzen. Die Versuche, die 








620 Uxricu CLEVER: 


mit diesen Kulturen gemacht wurden, sind im bisher Dargestellten nicht 
beriicksichtigt. Gehdren die injizierten Tiere nun im Durchschnitt 
groBeren Klassen an als die Ausgangstiere, so ist damit die Verander- 
barkeit des Puffs bewiesen. Zwei Versuche lieBen sich fiir diesen Zweck 
auswerten — man hat es leider nicht in der Hand, solche Versuche zu 
planen — sie zeigen einen solchen Unterschied eindeutig genug (Abb. 7). 
Der Puff I-18-C reagiert also nicht nach dem Alles-oder-Nichts-T yp, 
sondern ist durch Ecdyson weiter zu vergropern. 

Die Untersuchung der Normalentwicklung fiihrte zu dem Ergebnis 
(Teil II und noch unveréffentlicht), daB das Auftreten des Puffs I-18-C 

Hn in einem Tier als erstes Anzeichen 
fiir den Beginn von Metamor- 
Kontrolle : 

eB = = ra phose- oder Hautungsprozessen 
anzusehen ist. Bei den Tieren 
Nach Injektion es soeben beschriebenen Ver- 
von Ecdyson suchs handelte es sich also um 
junge Vorpuppen. Entsprechend 
. jai etiiiniteeesn , der Rolle, die das Ecdyson fir 
Abb. 7. Haufigkeit der verschiedenen GréBen- die Hautungsauslésung einerseits, 
ee ae ee eee = «tar die Palfinduktion, wie Mer 

puppen, vor (Kontrolle) und-nach der Injektion ; 
von Ecdyson (unten) gezeigt wurde, andererseits spielt, 
darf man bereits aus der Exi- 
stenz des Puffs in den Chromosomen eines Tieres in diesen Fallen darauf 
schlieBen, da8 Ecdyson in seiner Himolymphe vorhanden war. Die 
VergréBerung des Puffs nach Injektion von weiterem Ecdyson bedeu- 
tet dann, daB die PuffgréBe von der Konzentration des Ecdysons in der 
Hémolymphe beeinfluBt wird. Ist das richtig, dann sollte sich der Ein- 
flu8 der Ecdysonkonzentration auf die PuffgréBe auch durch Injektion 
verschiedener Dosen Ecdyson nachweisen lassen. Wir verwendeten in 
unseren Versuchen hauptsichlich drei verschiedene Dosen Ecdyson: 

10, 15 und 45 CE. 

Tatsachlich lassen die Ergebnisse aus sonst vergleichbaren Ver- 
suchen (gleiches Alter der Tiere, gleiche Kulturbedingungen) einen Hin- 
fluB der injizierten Dosis auf die Puffgré8e erkennen (Abb. 8, Diagramme 
a,—as): mit Erhéhung der Dosis verschiebt sich die Haufigkeit der in- 
duzierten PuffgréBen zu den gréBeren Klassen. 

Versuche mit niedrigeren Ecdysondosen wurden nur in geringer 
Anzahl durchgefiihrt. Mit 5 CE Ecdyson lieB sich der Puff ebenfalls 
noch induzieren. Da die Tiere dieser Versuche auBerdem jiinger waren 
als die zu den Versuchen der Abb. 8 verwendeten, ist jedoch ein GroBen- 
vergleich nicht sicher durchzufiihren. 

In der Normalentwicklung tritt der Puff zu Beginn der Vorpuppen- 
phase nur in den Gréfenklassen 1 und 2 auf. Daf er nach Injektion 
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haufig die GréBenklasse 3 erreicht, ist dann ein Anzeichen fiir die 
unphysiologisch hohe Konzentration. Immerhin erreicht ein groBer 
Teil der Puffs, vor allem nach Injektion von .10 oder 15 E nur 
GréBenklassen, die auch fir den Beginn der Normalentwicklung 
typisch sind. 

Die PuffgréBe variiert auch nach Injektion gleicher Dosen (Abb. 8). 
Der Eindruck am Praparat 1aBt diese Variation eher groéBer denn kleiner 
erscheinen, als es in den Diagrammen zum Ausdruck kommt. Nun ist 
die Konzentration in der Himolymphe allerdings auch dann, wenn die 
gleiche Dosis injiziert wurde, nicht ganz gleich. Denn trotz der méglichst 
gleichartigen Zuchtbedingungen variiert die GréBe der Tiere betracht- 
lich. Wieweit das einen Einflu8 auf die induzierte Puffgré8e hat, wurde 
nicht gepriift. AuBerdem mag ein geringer, von Tier zu Tier wechselnder 
Hormontiter, der sich nicht erfassen laBt, auch in den unbehandelten 
Tieren vorhanden sein (s. Teil II). Die Puffgr6B8e scheint jedoch auch 
noch von anderen Faktoren beeinfluBt zu werden, darunter mindestens 
einigen, die auf das gesamte Puffmuster wirken und nicht fir diesen 
Puff spezifisch sind. Man wird sich vorlaufig damit begniigen miissen, 
dieses als noch nicht naher definierbare ,,physiologische Situation‘ des 
Tieres zu bezeichnen. Aus unseren Befunden 1a8t sich dann schlieBen, 
daB die Gré8Be, die der Puff unter den jeweiligen physiologischen Be- 
dingungen eines Tieres erreicht, von der Konzentration des Ecdysons 
in der Himolymphe bestimmt wird. 

Es liegt nahe zu fragen, ob auBer der GréBe des Puffs I-18-C auch die 
Geschwindigkeit seiner VergréBerung von der Ecdysondosis abhangt. 
Das vorliegende Material spricht dagegen, wenn es auch zu klein ist, um 
eine sichere Entscheidung zu erlauben: Bei den 1 Std nach der Injektion 
fixierten Tieren lieB sich noch kein Einflu8 der Dosis auf die PuffgréBe 
nachweisen.. Die Tiere, die 45 CE erhalten hatten, gehorten der Klasse 2 
an, wahrend sie nach 2 Std (s. Abb. 8a,) gréBtenteils der Klasse 3 an- 
gehoérten. Danach ist bei ihnen in 1 Std die Puffentwicklung noch nicht 
abgeschlossen. Andererseits zeigt sich weder bei denen, die 10 oder 15, 
noch bei denen, die 45 CE Ecdyson injiziert bekommen hatten, ein 
Unterschied zwischen den nach 2 und den nach 6 oder 8 Std fixierten 
Tieren: bei beiden ist danach die Puffbildung nach 2 Std abgeschlossen. 
Es ist hiernach anzunehmen, daB die Puffentwicklung bei der ersten 
Gruppe friiher als bei der zweiten innerhalb der zweiten Stunde nach 
der Injektion beendet ist. 

Unsere experimentellen Befunde zeigen bisher, daB Auftreten und 
GréBe des Puffs im Abschnitt I-18-C durch das Ecdyson und seine 
Konzentration in der Himolymphe bestimmt werden. Damit ist aber 
noch nicht entschieden, ob der Puff, einmal durch das Ecdyson induziert, 
auch dann vorhanden und tatig bleibt, wenn das Hormon wieder 
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verschwindet, oder ob er auf Abnahme des Ecdysontiters nun wieder 
mit Verkleinerung und eventuell vélligem Verschwinden reagiert. 

Im Verlaufe der Larvenentwicklung wird der Puff mehrfach neu- und 

wieder riickgebildet. So ist er in der letzten Larvenhautung vorhanden, 

danach verschwindet er wieder 

fixiert nach: (5. Teil II). Auch nach Eintritt 
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UIT-GOBENKIASSEN N . : . 
Nach der Injektion geringer 
Abb. 8. Haufigkeit der verschiedenen GréBen- J ; - 8 
klassen des Puffs I-18-C bei Tieren, denen Dosen Eedyson (10 und 15 CE) 
verschiedene Dosen Ecdyson injiziert und die ape ee F acetal , ‘ ‘ 
zu verschiedenen Zeiten nach der Injektion A: diese Versuche  sollen 2u- 
fixiert worden waren nachst betrachtet werden —, 


beginnt die Riickbildung des 

Puffs schon recht bald (Abb. 8, helle und schraffierte Diagramme, 
s. auch Abb. 9). Die Dauer bis zur vélligen Riickbildung ist konzentrations- 
abhingig: wihrend nach Injektion von 10 CE der Puff in wohl saint- 
lichen Fallen bereits nach 24 Std wieder vollstaéndig verschwunden war}, 
1 Die eine Ausnahme kann man damit erkliren, da dieses Tier unabhiingig von 


der Injektion bereits mit der Metamorphose begonnen hatte; dafiir spricht die fiir 
diese Altersgruppe ungewoéhnliche Zugehérigkeit zur GréBenklasse 3 (s auch S. 636). 





Genaktivititen in den Riesenchromosomen von Chironomus tentans. I 623 


ist das nach Injektion von 15 CE erst nach 48 Std der Fall. Die Riick- 
bildung geht allmdhlich vor sich: nach 24 Std ist das Haufigkeitsmaximum 
der Puff-GréBen auch bei den Tieren, die 15 CE bekommen haben, 
deutlich nach links verschoben; die Puffs sind bereits kleiner geworden. 

Um hier unsere Frage, ob der Puff nach Verschwinden des Ecdysons 
wieder riickgebildet wird, beantworten zu k6énnen, ist zunachst die 
andere Deutungsmoglichkeit dieser Befunde auszuschlieBen, daB naim- 
lich der Puff trotz Gegenwart von Ecdyson sich wieder riickbilde. Leider 
gibt es keine Méglichkeit, den Ecdysongehalt der Hamolymphe direkt 
zu bestimmen, man ist daher auf indirekte Schliisse aus dem Verhalten 
des Puffs angewiesen. In der Normalentwicklung wird der Puff wahrend 
der ganzen Vorpuppenphase nicht wieder riickgebildet, und es wurden 
auch sonst keine Entwicklungsphasen gefunden, in ‘denen Ecdyson 
im Tier vorhanden ist, der Puff aber fehlt. Immerhin kénnte man daran 
denken, da andere fiir die Aktivitaét dieses Gens notwendige Faktoren 
vorhanden sein miiBten, die bei der experimentell ausgelésten Entwick- 
lung nicht hinreichend zur Verfiigung stiinden, was dann hier die baldige 
Riickbildung zur Folge hatte. Das ist aber dadurch ausgeschlossen, daB 
die Erhéhung der Ecdysondosis — die ja auBerdem die Genaktivitat 
erhoht — die Verlangerung der Aktivitaétsdauer bewirkt. Der Mangel- 
faktor bet der Puffriickbildung ist in diesen Versuchen also sicher das 
Ecdyson. Das Gen im Abschnitt I-18-C bleibt nur solange aktiv, wie 
Ecdyson in der Himolymphe vorhanden ist. 

Auf das Ecdyson bezogen bedeuten die Befunde, daB seine Konzen- 
tration schnell wieder sinkt, und um so schneller wieder einen sehr 
niedrigen Stand erreicht, je weniger Ecdyson injiziert wurde. Die Hor- 
monkonzentration sinkt jedenfalls bis unter ein Niveau, das zur Puff- 
induktion ndétig ist. Das Absinken der Konzentration geht allmahlich 
entsprechend dem langsamen Riickgang der PuffgréBe vor sich. Die 
Kurven I und II in Abb. 9 spiegeln daher zugleich auch die zeitlichen 
Verdnderungen der Hormonkonzentration in der Hamolymphe wider. 

Es gibt keine Hinweise dafiir, in welcher Weise die Erniedrigung der Hormon- 
konzentration bewirkt wird. Man kann an Ausscheidung, an Inaktivierung, aber 
auch an Verbrauch bei der Hiutungsinduktion denken. Daf es der Verbrauch allein 
ist, ist zamindest unwahrscheinlich. Jedenfalls verschwindet das Hormon in der Nor- 
malentwicklung gerade noch nach Beendigung der Haiutungs- bzw. Metamorphose- 
vorginge aus der Hiimolymphe. Fiir das Hormon der Corpora allata ist nach- 
gewiesen, daB es im Kot ausgeschieden wird (KaRLSON und SCHMIALEK 1959). Aus 
der Hormonphysiologie der Wirbeltiere ist bekannt, daB injizierte, reine Hormone 
ziemlich schnell an Wirksamkeit verlieren, und zwar la&t sich durch Erhéhung der 
Dosis weder die Wizksamkeit noch die Wirkungsdauer beliebig steigern. Auch 
hier muB also eine Inaktivierung oder Ausscheidung erfolgen. 

Uber die zeitlichen Beziehungen, die zwischen Abnahme der Ecdy- 
sonkonzentration und der ihr folgenden GréBenverinderung des Puffs 
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bestehen, kann man auf Grund des geringen zur Verfiigung stehenden 
Zeitraumes schlieBen, das der Puff auf eine Verringerung der Konzen- 
tration wie auf ihre Erhéhung ziemlich schnell reagiert. 

Das Verhalten des Puffs nach Injektion von 45 CE Ecdyson stimmt 
nach 24stiindiger Hinwirkungsdauer grundsatzlich mit den Ergebnissen 
nach Injektion kleinerer Dosen iiberein: auch hier nimmt die Puffgr6éBe 
ab, und zwar, wiederum entsprechend der weiteren Konzentrations- 
erhéhung, weniger als nach Injektion von 15 CE. Die Besetzung der 
Puffgr6Benklassen nach Injektion der drei verschieden hohen Dosen 
Ecdyson zeigt nach 24 Std also das gleiche Bild wie nach 2—8 Std, die 
Haufigkeitsmaxima sind nur jeweils nach den kleineren Klassen hin 
verschoben (Abb. 8a und b). 

Nach liingerer Hinwirkungsdauer des Ecdysons (Abb. 8c und d) ver- 
halt sich der Puff dagegen bei einer Dosis von 45 CE ganz anders, als 
_ wir es bisher aus den Versuchen mit kleineren Dosen kennen. Das wird 
besonders deutlich, wenn man die DurchschnittsgréBen, welche die Puffs 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen erreichen, kurvenmaBig dar- 


stellt. 

Zur Berechnung der DurchschnittsgréBen wurden die PuffgréBen in 
GroBeneinheiten ausgedriickt, die den GréBenklassen entsprechen. Die 
- Summe der. Einzelwerte eines Versuchs (Hinzeldiagramm in Abb. 8) 
ist angegeben in Prozenten des Maximalwertes, den die Gruppe Ver- 
suchstiere erreicht hatte, wenn der Puff in allen Tieren die GroBe 3 
besaBe. Als Beispiel sei die Berechnung fiir das Diagramm a, der Abb. 8 
hier durchgefiihrt: Klasse 0:0 Tiere =0 Einheiten, Klasse 1:8 Tiere = 
8 E, Klasse 2: 14 Tiere =28 EK, Klasse 3: 7 Tiere=21 E. Insgesamt 
57 E bei 29 Tieren. Der Maximalwert ware gewesen 29 x 3 = 87. 
57 = 65,5% von 87; 65,5% ist die in diesem Versuch erreichte PuffgréBe. 


Die Angabe der Puffgré8e in Prozenten des maximal erreichbaren Wertes ist 
weniger anschaulich als etwa der arithmetische Mittelwert; der Wert von 50% in 
unserer Bezeichnung entspricht einer mittleren GréBe von 1,5 E. Sie hat aber 
den Vorteil, daB man ohne Riicksicht auf die ungleichen GréBeneinheiten die 
Kurven fiir verschiedene Puffs unmittelbar vergleichen kann. Davon wird spiater 
- noch Gebrauch gemacht. 

Fiir die Berechnung wurden simtliche Werte der Abb. 8 verwendet, obwohl 
z.B. nach Injektion von 10 CE die induzierten Puffs nach 24 Std wahrscheinlich 
wieder volistandig riickgebildet sind und das eine in Klasse 3 eingetragene Tier 
(Abb. 8 b,) sich unabhaéngig vom Versuch in Metamorphose befindet (s. S. 622), 
andererseits die negativen Werte nur in den Diagrammen b, und c, im Versuch selbst 
begriindet sind. Beide Fehler verkleinern aber nur den hier zu beschreibenden Ef- 
fekt. Wenn die so erhaltenen Werte im einzelnen auch keineswegs exakt sind, 
zumal das Zahlenmaterial zum Teil klein ist, so geben die Kurven doch insgesamt 
ein richtiges Bild der zeitlichen Anderungen der Puffgréen. Mehr sollen sie nicht; 
auf Einzelheiten, wie das leichte Ansteigen der Kurve III nach 24 Std, wird kein 


Wert gelegt. 
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In Abb. 9 sind die durchschnittlichen PuffgréBen bei verschiedenem 
Abstand von der Injektion eingetragen und die Werte der Versuchs- 
gruppen, denen gleiche Dosen Ecdyson injiziert worden waren, zu Kurven 
verbunden. Die Kurven I und II zeigen zunachst wieder besonders 
deutlich die schon beschriebene fortlaufende Verkleinerung des Puffs 
I-18-C nach langerer Versuchszeit und Injektion kleinerer Dosen Ecdyson. 


Die Kurve IIT (45 CE @ 
Ecdyson) lauft im Ab- 
schnitt bis 24 Std den | 
beiden anderen parallel, 
dann jedoch macht sie 
einen Knick und zeigt 
an, daB der Puff sich 
nun nicht weiter ver- 
kleinert, wie es nach 13 
dem bisherigen Ergeb- F 
nis zu erwarten gewesen \ 
ware, sondern minde- 
stens die dann erreichte 5 
GréBe beibehalt. Die : . ! 
Reaktion nach Injektion 00CE 
von 45 CE Ecdyson ist 8 24 a 72 
also nicht nur quanti- i Ree Te 
fativ, sondern qualita. 8%, ® Zale, Verindermenn, der Gro de nd 


tiv verschieden von der 45 CE Ecdyson. Die Ziffern geben die Anzahl Tiere an, aus 
denen die eingetragenen Durchschnittswerte gewonnen 


nach Injektion geringerer wurden. Zur Berechnung der DurchschnittsgréBe s. Text 
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Dosen. 

Fiir die Versuche mit 48 und 72 Std Einwirkungsdauer sind insgesamt bisher 
iiber 50 Tiere injiziert worden; die Verluste sind bei lingerer Einwirkungsdauer 
recht groB. Die Puffmuster der erhaltenen Praparate stimmen jedoch auBerordent- 
lich gut iiberein, obwohl zu diesen Versuchen Tiere aus insgesamt sechs Tochter- 
kulturen ‘verwendet worden waren. An der Realitit des Unterschiedes im Puff- 
Verhalten, der in den Kurven der Abb. 9 zum Ausdruck kommt, ist also trotz des 
relativ geringen Zahlenmaterials nicht zu zweifeln. 

Méglicherweise wird der Puff nach 24 Std sogar wieder gréBer. Der subjektive 
Eindruck spricht dafiir. Wahrend zahlreiche der in Klasse 2 eingeordneten Pra- 
parate nach 24 Std Einwirkungsdauer nur gerade noch zur Klasse 2 gerechnet 
wurden, erreichten die meisten der nach 48, und vor allem nach 72 Std fixierten 
beinahe die Klasse 3. Mit der gewihlten Methode lassen sich aber solche Unter- 
schiede nicht sicher erfassen?. 

Wenn der Hormontiter in der Himolymphe in ahnlicher Weise, wie 
wir es oben nach Injektion kleinerer Dosen fanden, vielleicht etwas lang- 
samer, auch in diesen Versuchen wieder sinkt, dann bedeutet der Befund, 





1 Siehe FuBnote S. 663. 
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daB die PuffgréBe iiber 24 Std hinaus nicht weiter abnimmt und daB 
auch 3 Tage nach der Injektion noch ein groBer Puff vorhanden ist, 
daB der Puff I-18-C in diesem Fall linger aktiv bleibt als Ecdyson vor- 
handen ist. Dem widersprechen aber alle bisher dargestellten Ergeb- 
nisse, und auch in der Normalentwicklung lieBen sich keine Phasen 
nachweisen, in denen Ecdyson sicher fehlt und trotzdem der Puff [-18-C 
ausgebildet ist. Wenn sie sich auch noch nicht ganz ausschlieBen 1aBt, 
so ist diese Deutung danach doch sehr unwahrscheinlich. Wir werden 
darauf spater noch einmal zuriickkommen (s. S. 639). 

Die zweite Deutungsmoglichkeit der Kurve III (Abb. 9), die auf 
dem bisherigen Ergebnis dieser Arbeit fuBt, ist, daB die Aktivitaét des 
Gens I-18-C auch hier wieder einen relativ hohen Ecdysontiter in der 
Hamolymphe anzeigt. Das heiBt dann, daB der Hormontiter in diesen 
Versuchen abweichend, von dem Verhalten nach Injektion kleiner Dosen 
Ecdyson, nicht unter ein MaB absinkt, das nach etwa 24 Std erreicht ist. 
Die Kurve III (Abb. 9) 1i8t sich dann ebenso wie die beiden anderen 
auf das Ecdyson beziehen und spiegelt den zeitlichen Verlauf der Ver- 
anderungen der Ecdysonkonzentration in den Tieren wider, in denen 
die Metamorphose mit einer hohen Dosis Ecdyson induziert wurde. 
Diese Deutung unserer Befunde trifft nach allen unseren bisherigen 
Ergebnissen, sowohl des Verhaltens dieses Puffs in der Normalentwick- 
lung als im Experiment, mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit zu. 

Zu erklaren bleibt dann, wieso der Ecdysongehalt der Himolymphe 
nicht tiber 24 Std hinaus abnimmt. Hypothesen, die auf einer Verande- 
rung der Abnahme des injizierten Ecdysons basieren, haben wenig 
Wahrscheinlichkeit fiir sich. Dagegen kénnte man die Befunde sehr gut 
erklaren, wenn man in Anlehnung an Wittiams (1952) annimmt, daB 
durch die Injektion der hohen Dosis Ecdyson die Hormonproduktion 
der Prothoraxdriise in Gang gebracht ist und durch das Auftreten des 
eigenen Ecdysons der Konzentrationsabfall des injizierten ausgeglichen 
wird. Die Kurve III in Abb. 9 wiirde sich dann — als Ecdysonkonzen- 
trationskurve aufgefa8t — aus zwei Teilkurven zusammensetzen, einer 
parallel den Kurven fiir die niedrigen Dosen abfallenden und einer an- 
steigenden. Auf eine solche Stimulation der Prothoraxdriisen durch 
Ecdyson schlo8 Wriuu1aMs (1952) bereits auf Grund seiner Versuche an 
Platysamia, in denen er an enthirnten, in Parabiose zu Ketten vereinig- 
ten Puppen durch Implantation eines Gehirns in die erste Puppe der 
Kette in allen Gliedern Entwicklung auslésen konnte. Ob diese Hypo- 
these der Selbststimulation der Prothoraxdriisen zutrifft, 148t sich zur 
Zeit nicht entscheiden. In unserem Fall 1aBt sie sich jedoch experimen- 
tell priifen. Bestatigt sie sich, so ware damit zugleich die ihr hier zw- 
grunde liegende Hypothese bewiesen, daB die Aktivitat des Gens I-18-C 
auch in diesen Versuchen auf der Anwesenheit von Ecdyson beruht. 
Die Versuche sind eingeleitet. 
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Trifft die Hypothese der Stimulation der Prothoraxdriisen zu, so 
sagt sie aus, daB auch fiir die Prothoraxdriisen das Hautungsverhalten 
durch Ecdyson ausgelést werden kann. Es ist daher von Bedeutung, 
da8 erst durch Injektion von 45 CE Ecdyson in unseren Versuchen die 
Metamorphose tatsachlich vollstaéndig, oder zu mindest sehr weit- 
gehend, ausgelést wurde (s. S. 663). Der von den beiden anderen ab- 
weichende Verlauf der Kurve III in Abb. 9 findet also im Entwicklungs- 
verhalten des ganzen Tieres seine Parallele. 


Vergleicht man die GréBe des Puffs I-18-C in diesen Versuchstieren 
mit der in unbehandelten Larven, so entspricht sie sowohl 48 als auch 
72 Std nach der Injektion der in — dem Zustand der Imaginalscheiben 
und des iibrigen Puffmusters nach beurteilt — physiologisch gleichalten 
Vorpuppen. Unmittelbar nach der Injektion ist der Puff dagegen 
groBer als in jungen normalen Vorpuppen (s. S. 621). Das Verhalten 
des Puffs nach Injektion von 45 CE Ecdyson 1a8t sich daher auch be- 
schreiben als Hinspielen in die Verhiltnisse der normalen Metamorphose. 
Das erfolgt bei geringerer Dosis nicht. Auch das ist am verstandlichsten 
mit der Annahme einer Steuerung der Entwicklung durch kérpereigenes 
Hormon nach ihrer experimentellen Stimulierung. 


Das Ecdyson als Hormon der Hautungsauslésung ist offenbar bei 
allen Insekten dasselbe, es ist artunspezifisch. Seine Aufgabe ist tiberall, 
den iiber die neurosekretorischen Zellen das Gehirns gegebenen AnstoB 
zur Hautung an die verschiedenen Gewebe bzw. Zellen weiterzugeben. 
Die auszulésenden Vorgange in den verschiedenen Geweben und bei den 
verschiedenen Arten sind im einzelnen art- und gewebespezifisch. Es 
spricht jedoch einiges dafiir, da8 das Hormon nicht unmittelbar die 
jeweils spezifischen Prozesse auslést, sondern da es zunachst eine 
gewebeunspezifische Primarreaktion bewirkt (CLEVER 196la). Auf 
jeden Fall ist aber anzunehmen, daB ein ausgeléster ProzeB der Primar- 
wirkung des Hormons umso niaher steht, je spezifischer er fiir das Hor- 
mon und je allgemeiner er in den betroffenen Organen verbreitet ist. 
DaB die Reaktion des Gens I-18-C nicht gewebespezifisch ist, wurde 
bereits kurz mitgeteilt (CLEVER 1961a). Hier sei noch iiber einen Befund 
berichtet, welcher zeigt, daB diese Ecdyson-abhangige Puffbildung auch 
kein Sonderfall von Chironomus tentans ist. 

Hinige der Injektionsversuche wurden an Bastardlarven der nahe ver- 
wandten Arten C. tentans und C. pallidivittatus, die fertil kreuzbar sind, 
durchgefiihrt. Das Querscheibenmuster der Riesenchromosomen beider 
Arten ist weitgehend homologisierbar, der Hauptunterschied besteht 
in einigen artspezifischen Inversionen (s. BEERMANN 1955). Der rechte 
Arm des I. Chromosoms stimmt in der Reihenfolge der Querscheiben 
bei beiden Arten soweit iiberein, daB es zu fast normaler Paarung ohne 
Schleifenbildung kommt. Kleine Paarungsliicken zeigen aber auch hier 
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an, wenn man ein Bastardchromosom vor sich hat. In solchen Bastard- 
chromosomen. wird an genau der gleichen Stelle im Abschnitt I-18-C 
in beiden Einzelchromosomen durch Ecdyson ein Puff derselben Starke 
induziert (Abb. 10). Es ware interessant zu wissen, ob sich ein gleich- 
reagierendes Gen auch bei weiter entfernten Arten nachweisen laBt. 
Nebenbei ist durch diesen Befund zum erstenmal gezeigt, dab an homo- 
logen Stellen artverschiedener Chromosomen im physiologischen Experi- 
ment gleichreagierende Gene liegen. 
In den einleitenden Abschnitten iiberlegten wir, ob die unterschied- 
liche GréBe der Puffs verschiedener Tiere nicht lediglich Ausdruck 
dafiir sei, daB man sie 
in zeitlich verschiedenen 





——_—, Phasen ihrer Entwick- 
oe lung getroffen hatte. 

10. weer DaB es nicht so ist, ist 
mA durch die geschilderten 
— Ergebnisse hinreichend 
Maes) eee ati get gesichert, da sich ganz 

a b konkrete Aussagen tiber 


Abb. 10a u. b. Induktion des Puffs I-18-C in cinem die Zeitdauer des ,,puff- 
aaaehetinas caren Motes RRC ing" unten den on. 
Injektion von 10 CE Ecdyson schiedenen Bedingungen 

machen lieBen. 

Die Aktivitdtsdauer eines Gens, die sich in der Ausbildung eines 
Puffs ausdriickt, wnterliegt der Kontrolle durch Plasma-Faktoren, hier 
dem Vorhandensein des Ecdysons bzw. von Faktoren, die von seiner 
Anwesenheit abhangig sind. Das mag bei Tieren mit sehr konstanter 
Entwicklungsgeschwindigkeit dazu fiihren, da die Zeitdauer des 
, puffing’ einer Querscheibe bei verschiedenen Tieren ziemlich gleich 
ist, wie es in den Untersuchungen Beckers (1959) an Drosophila zum 
Ausdruck kommt. Diese Frage wird noch weiter diskutiert werden, 
wenn dafiir auch noch die Ergebnisse der Untersuchung der Normal- 
entwicklung von C. tentans zur Verfiigung stehen (s. Teil II). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen aber nun weiter, daB nicht nur 
die Aktivitaétsdauer eines Gens, die Dauer des Vorhandenseins eines 
Puffs, vom Plasma her reguliert wird, sondern auch die GrdBe des 
Puffs. Die Frage ist, wieweit man aus unterschiedlichen Puffgrépen auf 
Aktivititsunterschiede der Gene schlieBen darf. 

Fir diese Uberlegung mu8 man streng unterscheiden, ob man die 
GréBen verschiedener Puffs vergleicht oder unterschiedliche GrdBen- 
zustainde der homologen Puffs in verschiedenen Tieren. Die Maximal- 
groBen, die verschiedene Puffs in der Normalentwicklung erreichen, 
unterscheiden sich stark. MECHELKE (1959) meint, dai die Menge der 
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DNS einer Querscheibe der die GréBe des Puffs begrenzende Faktor sei. 
Unterschiede der maximalen Puffgr6é8e koénnen bedeuten, daB auch der 
Aktivitaétsgrad, den die einzelnen Gene erreichen kénnen, verschieden 
ist; denkbar waren aber auch ganz andere Griinde, etwa Strukturunter- 
schiede der verschiedenen Loci oder Unterschiede in der Geschwindig- 
keit des Abwanderns der Genprodukte. Aus Gré8enunterschieden nicht 
homologer Puffs laBt sich jedenfalls noch nicht ohne weiteres auf Ak- 
tivitatsunterschiede schlieBen. 

Anders ist es jedoch fiir wnterschiedliche Grépenzustinde der homologen 
Puffs in verschiedenen Tieren. Die Méglichkeit, da8 es sich hierbei um 
Entwicklungszustande der Puffstruktur handelt, lie sich in dem hier 
untersuchten Fall ausschlieBen bzw. auf bestimmte Zeitriume beschran- 
ken. Aus der positiven Korrelation der Gré8e des Puffs I-18-C und der 
Konzentration des regulierenden Faktors ist vielmehr zu schlieBen, daB 
seine unterschiedlichen GréBenzustiénde Anzeichen fiir Aktivitats- 
unterschiede der puffbildenden Gene sind. Nicht nur, 0b ein Genlocus 
tiberhaupt aktiv ist, wird von Plasmafaktoren reguliert, sondern auch die 
jewerlige Intensitat seiner Aktivitat. 

Zu dem SchluB, daB die PuffgréBe ein MaB fiir die Genaktivitét sei, kommt 
BEERMANN (1959) auch auf Grund seiner vergleichenden Analyse der GréBe homo- 
loger Puffs in verschiedenen Geweben. 

Kennt man den maximalen Ausbildungszustand eines Puffs, dann 
1aBt sich seine jeweilige Aktivitét als Relation der aktuellen Gré8e zur 
maximalen Gréfe erfassen. Solche relativen Aktivitaten sind auch fiir 
die gleichzeitig vorhandenen Puffs verschiedener Loci vergleichbar. 
Fiir die Zwecke dieser Arbeit geniigt es, Puffgré8en in dieser Form als 
AktivitétsmaBe zu betrachten. 

Fir die Frage nach der Beziehung zwischen Hautungseinleitung 
durch das Ecdyson und die beobachteten Wirkungen auf das Gen im 
Abschnitt I-18-C sind die folgenden Befunde von besonderer Bedeutung: 

1. Es handelt sich bei dieser Genaktivitét um eine fiir Entwick- 
lungsphasen, in denen Ecdyson in der Himolymphe vorhanden ist, spezi- 
fische Reaktion. 

2. Die Aktivierung erfolgt innerhalb auBerordentlich kurzer Zeit 
nach der Erhéhung der Ecdysonkonzentration. 

3. Die Genaktivitét wird staéndig vom Ecdysontiter reguliert. 

4. Homologe Gene in anderen Geweben und auch in der Speichel- 
driise der verwandten Art C. pallidivittatus zeigen das gleiche Verhalten 
gegeniiber Ecdyson. 

Hieraus ist zu schlieBen, daB einem in Abschnitt I-18-C gelegenen 
Gen in dem durch das Ecdyson ausgelésten Hautungsgeschehen eine 
wesentliche Bedeutung zukommt. Grundsatzlich zu unterscheiden sind 
zwei Méglichkeiten: Vom Ecdyson wird zunachst eine einzige Reaktions- 
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kette in Gang gesetzt, in der diese Genreaktion ein Glied ist; alle spaéteren 
Reaktionen mii®ten dann kausal mit dieser Genreaktion zusammen- 
hangen. Oder aber diese Genreaktion ist nur Glied in einer von mehreren 
voneinander unabhangigen, direkt oder indirekt durch das Ecdyson in 
Gang gesetzten Reaktionsketten; andere eventuell zu beobachtende 
Effekte des Ecdysons kénnten dann unabhangig vom vorherigen Ab- 
lauf der Puffbildung im Abschnitt I-18-C erfolgen. Im Sinne dieser 
Alternative wird bei den nunmehr zu beschreibenden Wirkungen des 
Ecdysons auf andere Gene gefragt werden, 1. welche Beziehungen be- 
stehen zum Ecdyson, 2. sind diese Genreaktionen abhangig von der 
gleichzeitigen oder vorherigen Puffbildung im Abschnitt I-18-C ? 


2. Der Puff IV-2-B 

Die meisten Ahnlichkeiten im Verhalten gegeniiber Ecdyson mit 
dem soeben beschriebenen Gen zeigt ein anderes, das im Abschnitt 2-B 
des kleinen IV. Chromosoms in der Nahe des Balbiani-Ringes Br, liegt. 
Abb. lla zeigt diese Chromosomenregion aus einer unbehandelten 
Kontrollarve, Abb. 11b zeigt sie aus einer Larve nach Injektion von 
Eedyson. 

Die Nahe des Balbiani-Ringes erschwert die genaue Lokalisation 
dieses Puffs. Die Grenze der Abschnitte 2-A und 2-B des IV. Chromo- 
soms wird von einer recht dicken Querscheibe gebildet (vgl. Abb. 12). 
An sie schlieSt sich im Abschnitt 2-B zunachst ein querscheibenfreies 
Stiick an, das von einer diinneren, aber deutlichen Scheibe abgeschlossen 
wird. Auf sie folgt eine gewohnlich etwas diffus erscheinende Zone, in 
welcher bei der hier angewendeten Farbetechnik nur gelegentlich und 
nur undeutlich Querscheiben erkennbar sind. Der Puff entsteht in 
dieser Zone, sehr dicht an der noch deutlichen, in Abb. 12a mit Pfeil 
bezeichneten Querscheibe. Gewodhnlich ist diese Querscheibe in den 
Puff einbezogen und damit bei seiner stérkeren Ausbildung unsichtbar. 
DaB aber nicht sie den Puff bildet, lassen manche Praparate (s. z.B. 
Abb. 12b) deutlich erkennen. Der Puff bzw. das puffbildende Gen 
wird in dieser Arbeit mit dem Symbol IV-2-B bezeichnet. 

Auch der Puff IV-2-B gehért zu denen, bei denen eine einmal ein- 
gestellte GrdBe iiber einen langeren Zeitraum erhalten bleiben kann. 
Nach den Uberlegungen und Ergebnissen des vorigen Kapitels kann man 
in solchen Fallen die PuffgréBe als MaBstab fiir die unter verschiedenen 
Bedingungen erreichte Genaktivitét verwenden. Die GréBe des Puffs 
wurde daher wieder nach Gréfenklassen beurteilt, die folgendermaBen 
definiert wurden: 

Gréfenklasse 0: Die Beurteilung schwacher Ausbildungsstufen des 
Puffs ist haéufig durch den Balbiani-Ring erschwert. Die Gréfe gerade 
dieses Balbiani-Ringes kann sehr stark wechseln; so klein wie in Abb. 12d 
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ist er nur sehr selteu. Gewohnlich ragen vielmehr die mit intensiv griin 
gefarbtem Protein gefiillten Schleif r bis zum Puff und verdecken ihn 
(vgl. Abb. 11b). Neben Praparate., in denen sicher ein kleiner Puff 
vorhanden ist, gibt es daher eine gréBere Anzahl, in denen dies zwar 





a ; b 


Abb. lla u. b. ITV. Chromosom, oben mit Griinfilter, unten mit Rotfilter photographiert. 
a Unbehandelte Kontrolle, b nach der Injektion von Ecdyson; der induzierte Puff IV-2-B 
ist mit Pfeil markiert. Vergr. etwa 1700 x 


wahrscheinlich, eine sichere Beurteilung aber nicht méglich ist. Diese 
Falle und natiirlich die relativ seltenen, in denen zweifelsfrei kein Puff 
ausgebildet ist, d.h. die Querscheiben im Abschnitt 2-B deutlich nor- 
male Ruhestruktur zeigen (Abb. 12a), werden in dieser Arbeit siémtlich 
als negativ gewertet. Der als negativ (Klasse 0) angegebene Prozentsatz 
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ist daher sicher zu hoch. — Die Beurteilung gréBerer Puffs ist stets 
einwandfrei moglich. 

Grépenklasse 1 (Abb. 12b): Eine schmale griine Zone neben der mit 
Pfeil bezeichneten Querscheibe. Die Querscheibe ist meistens in den 
Puff einbezogen und dann nicht mehr erkennbar. 

Grépenklasse 2 (Abb. 12c): Die diffuse, griin gefarbte Zone hat sich 
verbreitert und umfaBt einen Teil des schon im Normalzustand etwas 
diffus erscheinenden Bereichs. Noch keine Veranderung des Chromo- 
somenunrisses. 

GréBenklasse 3 (Abb. 12d): Der Bereich ist stark aufgeblaht, die 
Chromosomenstruktur blasig aufgelockert, das Chromosom an dieser 





Abb. 12a—d. Verschiedene Ausbildungsstufen des Puffs IV-2-B. Typische Beispiele fiir 

Puffs der verschiedenen GréBenklassen (Ziffern unter den Chromosomen). a und b aus un- 

behandelten Kontrollen, c und d aus Larven, denen Ecdyson injiziert worden war. B.R. 
in d der Balbiani-Ring Br,, der hier nur sehr schwach ausgebildet ist 


Stelle verbreitert. Die aufgelockerte Zone ist mit intensiv griin gefarbtem 
Protein gefiillt. 

In den Kontrollen ist der Puff im Abschnitt [V-2-B bereits bei einem 
groBen Teil der Tiere vorhanden (Abb. 13). Er ist in diesen Tieren aller- 
dings meistens klein, in nur 10% von ihnen gehért er zur GréBenklasse 2. 
Das eine in der Abb. 13 verzeichnete Kontrolltier, das den Puff in der 
GréBe 3 besitzt, zeigte auch den Puff I-18-C in der GréBe 2; es handelt 
sich also bereits um eine Vorpuppe. 

Die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Puffgr6Ben in den 
Kontrollen entspricht den Befunden der Untersuchung der Normalent- 
wicklung. Diese ergab: Das puffbildende Gen im Abschnitt IV-2-B 
kann auch in jungen Larven in wechselnden Graden schwach aktiv 
sein. Beziehungen zwischen solchen Aktivitaitsgraden des Gens 
und bestimmten Entwicklungszusténden des Tieres waren nicht er- 
kennbar. Sehr stark aktiv ist das Gen ausschlieBlich in jungen Vor- 
puppen und in anderen Hautungsphasen, allerdings erfolgt die Aktivie- 
rung spater als die des Gens I-18-C. Die erhéhte Aktivitat erlischt 
haufig in der Mitte oder gegen Ende der Vorpuppenphase. Tétigkeit 
dieses Gens iiberhaupt ist also entwicklungsunspezifisch, entwicklungs- 
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spezifisch ist dagegen sein sehr hoher Aktivitdtsgrad (s. Teil II fiir genaue 
Analyse). 

‘Nach Injektion von Ecdyson ist das Haufigkeitsmaximum vollig 
zugunsten der héheren GroBenklassen verschoben (Abb. 13). Das heifBt 
also, Ecdyson bewirkt, unabhingig vom Zustand des Puffs bei der In- 
jektion, die starke Aktivierung dieses Gens. Deutlicher noch als in der 
Abbildung, in der dem Kontrollmaterial das gesamte Versuchsmaterial 
gegeniibergestellt ist, wird die auBerordentlich starke und gleichmabige 
Aktivierung, wenn man nur den Teil des Versuchsmaterials betrachtet, 
der wahrend der starksten Ausbildung des Puffs fixiert wurde (s. S. 634). 
Dann gehoren fast 90% der GréBen- a 











klasse 3 an. Die Situation ist gerade | fe ee 
umgekehrt wie bei dem im vorigen | , | | 
Abschnitt beschriebenen Puff. Wah- Ea 
rend dort einem wenig streuenden 3 29 | 
Ausgangsmaterial ein breit streuen- & — 
des Versuchsmaterial gegeniiber- 0 











stand (s. Abb. 5),  streut hier PE SS vig 


das Ausgangsmaterial relativ breit, app. 13. Haufigkeiten der verschiedenen 
wahrend der induzierte Zustand GréBenklassen des Puffs IV-2-B in den 
a : Kontrollen und im Gesamtmaterial nach 
bei allen Tieren’ recht  einheit- der Injektion von Ecdyson 

lich ist. 

Um die Bedingungen kennenzulernen, unter denen die Aktivierung 
des Gens IV-2-B durch das Ecdyson erfolgt, soll das Gesamtmaterial 
der Versuche nun wieder nach den verschiedenen Versuchsbedingungen 
aufgeschliisselt werden. Wir werden dabei ganz entsprechend dem im 
vorigen Kapitel auf den Puff I-18-C angewandten Verfahren vorgehen, 
so daB fiir die einzelnen Uberlegungen auf das dort Gesagte verwiesen sei. 

Da die ganze Untersuchung zunichst von der des Puffs I-18-C ausging, dessen 
Bedeutung zuerst erkannt wurde und dessen Verhalten bei Auswertungen wihrend 
des Ganges der Untersuchungen auch fiir neue Experimente als Leitmarke diente, 
sind es hier im wesentlichen wieder dieselben Tiere, die zur Auswertung zur Ver- 
fiigung stehen. Die Anzahl ist allerdings etwas geringer, da sich wegen starker 
Heterozygotie des 4. Chromosoms die Tiere der ersten Versuche nicht alle aus- 
werten lieBen. 

Zunichst entscheidend ist auch hier wieder die Frage nach dem 
zettlichen Verlauf der Aktivierung durch das Ecdyson. 

Der Beginn der Reaktion léBt sich hier schwieriger als bei dem zuvor 
beschriebenen Puff angeben, weil ein kleiner Puff im allgemeinen 
bereits vor der Injektion vorhanden ist, man aber den genauen Aus- 
gangszustand im einzelnen Versuchstier nicht kennt. Nach dem Ver- 
gleich der Klassenhaufigkeiten zu urteilen (s. Abb. 14), hat 30 min nach 
der Injektion noch keinerlei Reaktion eingesetzt. Das entspricht auch 
dem unmittelbaren Eindruck bei der Durchsicht der Praparate. Soweit 
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Puffs vorhanden sind, gehéren sie der kleinsten Klasse an. Dem kleinen 
Unterschied gegeniiber der Gesamtkontrolle im Anteil der Klasse 0 
kann bei dem geringen Versuchsmaterial keinerlei Bedeutung beige- 
messen werden. Im speziell zu diesen Versuchen verarbeiteten Kontroll- 
material gehérten von 16 Tieren sogar 11 der Klasse 1 an, die tibrigen 
der Klasse 0. 

Deutlich eingesetzt hat die Puffentwicklung 1 Std nach der Injektion; 
fast die Halfte (8 von 18) der Tiere besitzt nun den Puff in der GréBe 2 
(Abb. 14). Der Vergleich mit den nach 2—8 Std fixierten Tieren zeigt 


~ 
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Abb. 14. Haufigkeiten der verschiedenen GréBenklassen des Puffs IV-2-B bei den Tieren, 
die in den ersten Stunden nach der Injektion des Ecdysons fixiert wurden 


jedoch, daB die Vergr68erung noch langst nicht ihr Maximum erreicht 
hat. Auch 2 Std nach der Injektion scheint die VergréBerung noch nicht 
immer ganz abgeschlossen zu sein, obwohl die Puffs der dann fixierten 
Tiere fast ausschlieBlich (23 von 28) der Klasse 3 zugerechnet wurden. 
Dem Eindruck bei der Beobachtung nach scheinen sie dann aber im 
Durchschnitt noch etwas kleiner zu sein als spaiter. Zu den gré8ten 
tiberhaupt gefundenen Puffs gehéren jedoch sowohl solche aus nach 4, 
als auch solche aus nach 8 Std fixierten Tieren. Die zwischen 2 und 8 Std 
nach der Injektion fixierten Tiere wurden wieder zu einer Versuchs- 
gruppe zusammengefaBt. 

Nach diesen Befunden beginni die Puffaktivierung also zwischen 
30 und 60 min nach der Injekiion und dauert bis iiber die 2. Std danach 
hinaus an. Sie beginnt und endet damit jeweils etwas spiiter als die Ak- 
tivierung des Puffs I-18-C; die Dauer vom Beginn der Aktivierung bis 
zum Erreichen der EndgréBe scheint in beiden Fallen ahnlich zu sein 
und zwischen I und 2 Std zu betragen. 

Die Puffs fast aller nach 2—8 Std fixierten Tiere geh6ren zur Klasse 3 
(s. Abb. 14, rechtes Diagramm). Die Tiere, die noch der Klasse 2 


Genaktivititen in den Riesenchromosomen von Chironomus tentans. 1 635 


angehéren, waren sémtlich nach 2 Std fixiert; bei ihnen kénnte die 
Puffentwicklung noch nicht abgeschlossen sein. Der kleine Rest von 
7,5% (5 Tiere) in den Klassen 1 und 2 dagegen hat eindeutig nicht 
reagiert. Die interessante Frage, um was fiir Tiere es sich hier handeln 
kénnte, soll bis zur Diskussion der eventuell bestehenden Beziehungen 
zwischen den Reaktionen der Gene IV-2-B und I-18-C zuriickgestellt 
werden (s. S. 641). 

Das Gen IV-2-B wird in etwa 50% der untersuchten Tiere aus 
einem bereits aktiven Zustand heraus weiter aktiviert; seine Aktivitat 
wird also nur erhéht. Daraus folgt, da auch die in dieser Puffbildung 
zum Ausdruck kommende Genreaktion keine Alles-oder-Nichts-Reaktion 
ist, sondern in ihrer Intensitdét von Plasmafaktoren beeinfluBt wird. Nun 
wurde aber zur Abb. 14 das gesamte, innerhalb der dort dargestellten 
Zeiten fixierte Versuchsmaterial verwendet, also sowohl Larven ver- 
schiedenen Alters, als auch vor allem Larven, denen verschieden groBe 
Dosen Ecdyson injiziert worden waren (namlich 5—45 CE). Mit allen 
Dosen wird, wie dann aus der Abbildung zu entnehmen ist, bereits die 
maximale Puffbildung induziert. Die unterschiedlichen Hormonkonzen- 
trationen in der Haimolymphe hatten also in diesen Versuchen keinen 
EinfluB auf die Intensitit der Genaktivitat. 

Der Befund kénnte bedeuten, daB dieses Gen in den Fallen, in 
denen seine Aktivitaét tiberhaupt durch Ecdyson bewirkt wird, tatsach- 
lich immer auf seine maximale Aktivitétsstufe gebracht wird. Dagegen 
spricht aber, daB der Puff in jiingeren Vorpuppen haufig nicht seine 
MaximalgréBe hat, obwohl er auch hier gegeniiber dem Zustand vor dem 
Beginn der Metamorphose deutlich vergréBert, also durch Ecdyson 
aktiviert worden ist. Allerdings ist seine GréBenvariabilitaét in jungen 
Vorpuppen weniger entwicklungsparallel als die des Puffs I-18-C. Die 
durchschnittlich geringere GréBe des Puffs [V-2-B in jiingeren Vorpuppen 
im Vergleich zu den Tieren dieser Versuche (2—8 Std nach Injektion) 
spricht dafiir, daB seine BeeinfluBbarkeit in einem Bereich geringerer als 
der hier erzeugten Ecdysonkonzentration liegt; seine MaximalgréBe wird 
durch kleinere Ecdysonmengen ausgelést als die des Puffs I-18-C. 

Da in unseren Versuchen kein Einflu8 der Dosis auf die induzierte 
Puffgr6éBe besteht, kann auf eine getrennte Darstellung der mit den 
verschiedenen Dosen erzielten Ergebnisse fiir diesen Zeitabschnitt ver- 
zichtet werden. Auer dem EinfluB auf die GréBe des induzierten Puffs 
I-18-C fanden wir jedoch dort eine Abhéngigkeit der Aktivitdtsdauer von 
der Hohe der injizierten Dosis. Besteht diese Abhangigkeit auch fiir den. 
Puff IV-2-B ? 

Zur Beurteilung der Puffgré8enhaufigkeiten nach verschiedenem Abstand von 


der Injektion und nach Injektion verschiedener Dosen wurden wieder die Durch- 
schnittsgréBen, die in den einzelnen Versuchen erreicht wurden, berechnet, wie es 
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auf S. 624 beschrieben wurde. Wir beschriinken uns hier auf die Wiedergabe dieser 
Durchschnittswerte (Abb. 15). Da sich kein Dosiseffekt auf die induzierte Puff- 
gréBe nachweisen lieB, ist hier im Unterschied zu den Kurven fiir den Puff I-18-C 
(Abb. 9) als einheitlicher Ausgangswert der aller nach 2—8 Std fixierten Tiere ge- 
nommen. Dieser Wert -wurde iiber dem Abszissenwert ,,8 Std“ eingetragen. Da 
auBerdem der Puff IV-2-B bereits im Ausgangsmaterial vorhanden ist, wurde zu- 
sitzlich eine Gerade (Abb. 15 unten, Kontrolle) eingetragen, welche die durch- 
schnittliche PuffgréBe in den unbehandelten Larven anzeigt. 

Als Ergebnis zeigt 
Abb. 15, daB nach In- 
jektion von 10CE die 
Aktivitat nach 24 Std, 
nach Injektion von 15CE 
nach 48 Std wieder auf 
den Ausgangswert zu- 
riickgegangen ist, wah- 
rend bei héheren Dosen 
(45 CE) die Aktivitats- 
erhéhung noch langer 
bestehenbleibt. Wir be- 
sprechen zunachst nur 
| die Versuche mit nie- 
| | drigen Dosen. 

8 24 48 72 Nur bei einem der 

Stdn. nach Injektion ——> Tiere, denen 10 CE in- 
Se eter ee matin isiert worden. warsn, 
45 CE Eedyson. Die Ziffern geben die Anzahl Tiere an, hat der Puff nach 24 Std 
nen wurden. Zusitzlich eingetragen ist die durcheehnitt. NOCH die GréBe 3. Dies 
liche Puffgré8e in den Kontrollen und die Kurve aus’ ist dasselbe Tier, in dem 
der Abb. 9, welche die Verinderungen des Puffs I-18-C auch der Puff 1-18-C, 


nach Injektion von 45 CE Ecdyson zeigt (Kurve IV). Den 
Kurven III und IV liegen dieselben Tiere zugrunde abweichend von den 


iibrigen dieses Versuchs, 
noch besonders groB ist (s. 8.622). Die Vermutung, daB dieses Tier 
schon vor der Injektion mit der Metamorphose begonnen hatte, wird 
durch das abnorme Verhalten des Puffs IV-2-B noch gestiitzt. 


Auch die Dauer der induzierten, starken Aktivitit des Gens IV-2-B 
hangt also von der Dosis ab, die injiziert wurde. Die Riickbildung des 
Puffs I-18-C hatten wir auf einen zeitlich entsprechenden Riickgang 
der Ecdysonkonzentration in der Himolymphe zuriickgefiihrt. Aus dem 
auBerordentlich ahnlichen Verlauf der entsprechenden Kurven fiir die 
beiden Puffs (Kurven I und IT in den Abb. 9 und 15) lieBe sich daher 
bereits schlieBen, da auch der Puff IV-2-B seine erhéhte Aktivitaét nur 
solange beibehalt, wie Ecdyson in der Hamolymphe ist. Derselbe SchluB 
1a8t sich aus dem Verhalten des Gens IV-2-B im Experiment allein 
ableiten. 
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Wir konnten die Riickbildung des Puffs I-18-C deshalb auf einen 
Riickgang der Ecdysonkonzentration beziehen, weil wir die Méglichkeit 
ausschlieBen konnten, daB der Puff trotz Gegenwart von Ecdyson riick- 
gebildet werde. Gerade das scheint nun fiir den Puff IV-2-B in bestimm- 
ten Fallen zuzutreffen: im Experiment wird er inaktiv, wenn wahr- 
scheinlich noch Ecdyson vorhanden ist (s. unten), und auch in der 
Normalentwicklung ist er wahrscheinlich nicht immer, wenn der Ecdy- 
sontiter hoch ist, stark aktiv. Nun ist aber die prapupale Aktivitats- 
dauer des Gens erheblich langer als die mit schwachen Ecdysondosen 
induzierte und gerade auf jene kann auch die induzierte mit steigenden 
Hormondosen verlingert werden. Fiir die friihe Riickbildung des Puffs 
IV-2-B nach Injektion kleiner Hormondosen (Abb. 15, Kurven I und IT) 
muB daher das Ecdyson der Mangelfaktor sein. Auch das Verhalten 
des Gens IV-2-B im Experiment fiir sich betrachtet fiihrt also zu 
dem SchluB, daB es seine erhéhte Aktivitat nur solange beibehalt, wie 
Ecdyson in der Himolymphe vorhanden ist. Das Abklingen der Akti- 
vitét mu’ dem Riickgang der Hormonkonzentration wieder sehr 
bald folgen. 

Die Riickbildung der beiden Puffs I-18-C und IV-2-B nach der In- 
jektion kleiner Dosen Ecdyson la8t sich also wnabhdéngig auf den Riick- 
gang der Ecdysonkonzentration zurickfiihren; aus dem zeitlichen Ver- 
lauf der Riickbildung beider Puffs laBt sich der Verlauf des Riick- 
ganges der Ecdysonkonzentration ablesen. Die groBe Ahnlichkeit der 
Kurven I und II der Abb. 9 und 15 steht mit dieser Deutung in sehr 
guter Ubereinstimmung. 

Wenn die oben (S. 635) gedéuBerte Vermutung zutrifft, daB die 
Starke der Aktivitit des Gens IV-2-B ebenfalls von der Ecdysonkonzentra- 
tion beeinfluft wird, aber in einem Bereich geringerer Konzentration als 
sie in diesen Versuchen durch Injektion erzeugt wurde, dann sollte dieser 
Bereich beim Verschwinden des Ecdysons durchlaufen werden. Die 
Riickbildung des Puffs sollte beim Durchlaufen dieses Bereichs allmah- 
lich vor sich gehen. Ob das so ist, 14Bt sich aus den Kurven I und IT der 
Abb. 15, die zwar diesen Eindruck erwecken, noch nicht entnehmen, da 
die dort eingetragenen Durchschnittswerte ebensogut ausschlieBlich aus 
groBen und kleinen Klassenwerten zusammengesetzt sein kénnten wie 
aus solchen der mittleren Klassen. Im ersteren Falle mii8te man jedoch 
folgern, daB die Aktivitaét des Gens sprunghaft wieder auf einen geringen 
Wert zuriickginge; wenn die Hormonkonzentration eine bestimmte 
Schwelle unterschritte. In Tabelle 1 sind daher die Einzelwerte fiir den 
Zeitabschnitt der Riickbildung des Puffs nach Injektion von 15 CE 
Ecdyson eingetragen. Die Klasse 3 ist hier zwar auch nach 24 Std noch 
relativ stark besetzt, ebenso schon die niedrigsten Klassen; insgesamt 
scheint die Zahlenverteilung aber doch mehr auf eine langsame GréBen- 
abnahme hinzudeuten, vor allem, wenn man die beiden Altersgruppen 
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Tabelle 1. GréBe des sich riickbildenden Puffs IV-2-B nach Injektion 
von 15 CE Ecdyson 











Fixiert Anzahi Tiere in GréBenklasse : Durchschnittsgr6Be in 
Std nach n 
Injektion 0—1 2 3 Einh. % 
16 1 2 3 2,3 77,8 6 
24 5 4 4 1,6 53,9 13 




















vergleicht. Das wiirde dann unsere Vermutung bestitigen. Eine sichere 
Entscheidung 1aBt sich dariiber allerdings noch nicht fallen. 

Die Kurve der Versuchsgruppen, denen 45 CE Ecdyson injiziert worden 
waren (Abb. 15, Kurve III), weicht vor aliem dadurch von den beiden 
bisher besprochenen ab, daB sie bis 48 Std nach der Injektion praktisch 
unverandert auf derselben Hohe bleibt. Erst danach wird der Puff 
riickgebildet und hat 72 Std nach der Injektion die AusgangsgréBe 
wieder erreicht. Die Riickbildung setzt also erst spat ein und geht dann 
relativ rasch vonstatten. 

Der im vorigen Kapitel beschriebene Puff I-18-C reagierte auf 45 CE 
Ecdyson mit dem vollstindigen fiir die Vorpuppenphase typischen Ver- 
halten; trifft das auch fiir das soeben beschriebene induzierte Verhalten 
des Gens IV-2-B zu? Dieses Gen ist nur im ersten Teil der Vorpuppen- 
phase stark aktiv, die durchschnittliche PuffgréBe ist dann vielleicht 
etwas geringer als in den Versuchen. In alteren Vorpuppen ist der Puff 
haufig klein oder fehlt ganz. Einen streng festgelegten Zeitpunkt, an 
dem die Inaktivierung in der Entwicklung notwendig erfolgt, scheint es 
nicht zu geben. Der Puff kann jedoch auch in der Normalentwicklung 
bereits in Vorpuppen eines Alters fehlen, das — nach dem Zustand der 
Imaginalscheiben und des tibrigen Puffmusters geurteilt — drei Tage 
nach der Injektion von 45 CE Ecdyson erreicht ist. Mit einer Dosis 
von 45 CE Ecdyson wird also bei den beiden friih reagierenden Genen 
I-18-C und IV-2-B das normale Vorpuppenverhalten vollstindig ausgeldst. 

Die Riickbildung des Puffs IV-2-B zwischen 48 und 72 Std nach 
der Injektion laBt sich wieder auf zweierlei Weise deuten: entweder 
geht sie einem entsprechenden Riickgang der Ecdysonkonzentration 
parallel, oder aber der Puff IV-2-B wird in diesem Falle trotz Gegenwart 
von Ecdyson inaktiv. Die erste Deutung lage, hatte man nur die Befunde 
an diesem Puff, zunachst niher. Nach ihr gibe auch die Kurve III in 
Abb. 15 zugleich den Riickgang der Ecdysonkonzentration in der Ha- 
molymphe wieder, der entsprechend der hdheren Dosis langsamer er- 
folgte als bei den Kurven I und II. Diese Deutung widerspricht aber 
den Folgerungen, die wir aus dem Verhalter des Puffs I-18-C gezogen 
hatten. Die Kurve des Verhaltens dieses Puffs, die wir oben (S. 626) 
zugleich als Kurve des zeitlichen Verlaufs der Veranderungen der 
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Kedysonkonzentration gedeutet hatten, ist in Abb. 15 (IV) noch einmal 
zusatzlich eingezeichnet. Den Kurven III und IV in Abb. 15 liegen 
dieselben Tiere zugrunde. 

Das unterschiedliche Verhalten der beiden Puffs im Experiment ent- 
spricht ihrem unterschiedlichen Verhalten in der normalen Vorpuppen- 
entwicklung. Nach dem Verhalten des Gens I-18-C zu schlieBen, ware 
Ecdyson bis zum Ende der Vorpuppenphase vorhanden; nach dem Ver- 
halten des Gens IV-2-B dagegen kénnte’es, von Tier zu Tier wechselnd, | 
von der Mitte der Vorpuppenphase an auch fehlen. 

Die Alternative, die sich aus der Verschiedenheit des Verhaltens der 
beiden Puffs ergibt, ist: entweder kann der Puff IV-2-B trotz Gegenwart 
von Ecdyson inaktiv werden, oder aber der Puff I-18-C kann doch 
linger aktiv bleiben als Ecdyson in der Hiimolymphe ist. 

Die Griinde, die dagegen sprechen, daB der Puff I-18-C langer, als 
Ecdyson in der Hamolymphe vorhanden ist, aktiv bleiben kann, haben 
wir oben (S. 626) ausfiihrlich besprochen. 

Aus dem Verhalten der beiden Gene in der normalen Vorpuppen- 
entwicklung laBt sich keine sichere Entscheidung fallen, da es noch kein 
von ihnen unabhangiges MaB gibt, um den Ecdysongehalt der Hamo- 
lymphe zu bestimmen; bei Platysamia ist es jedoch nach ScHMIpT und 
WituiaMs (1953) wahrend der ganzen Vorpuppenphase in der Hamo- 
lymphe vorhanden. AuBerdem ist es unwahrscheinlich, daB ein so 
wichtiger Steuerungsfaktor wie das Ecdyson in ein und demselben 
Entwicklungsstadium vorhanden sein kann oder nicht, wie es fiir den 
Puff IV-2-B zutrifft. 

Abgesehen vom Inaktivwerden des Puffs [V-2-B sprechen daher alle 
Befunde dieser Arbeit dafiir, daB die Aktivitaét des Gens I-18-C von der 
Gegenwart des Ecdysons abhaingt. Die entscheidende Frage jedoch, ob 
das Gen IV-2-B tatsachlich auch bei Gegenwart von Ecdyson schwach 
aktiv bleiben kann, 1é8t sich nur experimentell lésen, und zwar sollte 
es dann Phasen geben, in denen sich die Aktivitat dieses Gens durch Ecdyson 
nicht vergréBern lieBe. Solche Phasen miiBten die sein, in denen die bei- 
den Puffs sich abweichend verhalten, also alte normale Vorpuppen und 
,experimentelle“‘, durch Ecdyson-Injektion erhaltene Vorpuppen drei 
Tage nach der Injektion. Aus technischen Griinden — einheitlicheres 
Material, soweit bisher zu sehen — ist das Experiment mit experimen- 
tellen Vorpuppen vorzuziehen. Es soll noch durchgefiihrt werden. 

Auch die Injektion von Ecdyson in alte Vorpuppen, um das Verhalten 
des Puffs IV-2-B zu priifen, wurde noch nicht systematisch durchgefiihrt. 
Wenigstens 2 Tiere aus einem ahnlichen Versuch, in dem das Hormon 
mittelalten Vorpuppen injiziert' wurde (s. S. 649), lieBen sich jedoch 
hier verwenden. In diesem Versuch erhielten 13 Vorpuppen eine Hor- 
moninjektion von 15 CE und wurden 3—4 Std spiter fixiert. Zwei von 


Chromosoma (Berl.), Ba. 12 43 
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ihnen waren (dem Zustand des tibrigen Puffmusters nach) Alter als es 
fiir den Versuch vorgesehen war. Wahrend nun alle anderen den Puff 
[V-2-B stark ausgebildet hatten, fehlte er bei einer der beiden ganz, 
bei der anderen war er schwach ausgebildet. Hier ist also offenbar 
gerade bei den beiden Tieren die Puffinduktion ausgeblieben, bei denen 
es nach unseren Uberlegungen zu erwarten war; bei jiingeren Larven 
erfolgte sie in tiber 90% (s. S. 634). Dieser Befund miBte natiirlich an 
groBerem Material bestatigt werden, bevor man eine sichere Aussage 
daraus ableiten darf. Immerhin hat man doch schon einen konkreten 
Hinweis dafiir, daB der Puff [V-2-B trotz Eedyson fehlen kann. 

Mit groBer Wahrscheinlichkeit wird der Puff IV-2-B also in unseren 
Versuchen und auch in der normalen Vorpuppenentwicklung schon 
riickgebildet, wenn noch Ecdyson in der Himolymphe vorhanden ist. Das 
ware verstandlich durch die Annahme, da der Puff in jedem Fall dann 
rickgebildet wird, die Aktivitaét des Gens in jedem Falle dann erlischt, 
wenn es seine Aufgabe, die Abgabe einer bestimmten Information, 
erfiillt hat. Man konnte hier an eine Art Riickkoppelung denken, 
entsprechend den bekannten Hemmungen von Enzymsynthesen bei 
Mikroorganismen, die durch die Endprodukte der Stoffwechselketten, 
an denen das betroffene Enzym beteiligt ist, ausgeiibt werden (s. z.B. 
GorInI und Maas 1958). 

Nach unserer Hypothese wird also von der GréBenkurve des Puffs 
T-18-C (Kurve III in Abb. 9, IV in Abb. 15) der tatsachliche Verlauf 
der Veranderungen des Hormontiters in der Hémolymphe nach Injektion 
von 45 CE wiedergegeben. Wir versuchten oben (S. 626), diese Kurve 
damit zu erklaren, dafi die Verminderung des injizierten Ecdysons 
wettgemacht wiirde durch die eigene Hormonproduktion der Larve. 
Tatsachlich ist auf der Basis dieser Hypothese auch der Gesamtverlauf 
der GréBenkurve des Puffs IV-2-B nach Injektion von 45 CE Ecdyson 
(Kurve III in Abb. 15) — abgesehen von dem Abfall nach 48 Std — 
besonders gut verstaéndlich. Diese Kurve ist nimlich nach 24 Std und 
auch nach 48 Std praktisch noch gar nicht abgefallen, obwohl auch 
dann der Titer des injizierten Hormons bereits niedriger geworden sein 
sollte; andererseits fallt sie danach rascher ab, als es fiir den Ecdyson- 
titer nach dem Verlauf der Kurven I und II zu erwarten ware. Das er- 
forderte fiir ihre Erklarung als Zeit-Kurve der Abnahme des injizierten 
Hormons entsprechend den Kurven I und II bereits Zusatzannahmen. 
Kann das Gen dagegen auch bei Gegenwart von Ecdyson inaktiv 
werden, dann steht der Annahme einer Aktivierung der Prothorax- 
driisen nichts im Wege, und die dadurch verursachte Hormonzunahme 
sorgt fiir die gleichbleibende Gro&e des Puffs wahrend mehr als 48 Std 
nach der Injektion. Bei der langsamen Puffriickbildung nach Injektion 
von 15 CE und der schnelleren Riickbildung zwischen 48 und 72 Std 
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nach der Injektion von 45 CE Ecdyson handelte es sich dann zwar um 
gleiche, aber ganz verschieden verursachte Phinomene. 

Die Aktivierungen der Gene I-18-C und IV-2-B erfolgen beide im 
Rahmen von Prozessen, die sehr bald nach der Hautungsinduktion durch 
das Eedyson einsetzen. Um so interessanter ist die Frage, ob eine Ab- 
héngigkeitsbeziehung zwischen diesen beiden Genreaktionen im Sinne des 
oben (S. 630) Erérterten besteht, oder ob sie zu Reaktionsketten ge- 
hoéren, die unabhangig voneinander sind. Die Frage laBt sich zwar erst 
im speziellen Experiment klaren, auch aus unseren Untersuchungen 
sind aber Hinweise méglich, wenn man die 
Korrelation der beiden Reaktionen in den  Tabelle 2. Gréfe der Puffs 
einzelnen Tieren priift. Bisher hatten wir 1-18-C und IV-2-B in den 
nur Versuchsgruppen, also Durchschnitts- Pi vraag smegger Pages 

: : eiden Gene nicht reagiert 
werte verglichen. Trennen kann man wieder 4,4 Beim Puff IV-2-B be- 
die Frage nach der Aktivierung von der nach — deuten die GréBenklassen 0 
dem Erhaltenbleiben des aktivierten Zustandes. und 1, beim Puff I-18-C nur 

Fiir die Frage, ob die Puffs unabhangig %¢ Klasse 0, daB sicher 
voneinander aktiviert werden k6énnen. ist ieee See reer 9 
man auf den Vergleich in solchen Tieren GrdBenklasse 











angewiesen, die 2—8 Std nach der Injektion “i — 
einen der beiden Puffs nicht besitzen. Bei mrad Soke oe 
spater fixierten Tieren lat sich nicht aus- 147 0 0 
schlieBen, daB ein eventuell fehlender Puff 280 0 1 
schon wieder rickgebildet ist, nachdem Pr ; ; 
er seinen aktivierenden Hinflu8 auf den 264 2 0 








anderen ausgeiibt hat. 


Von den Tieren — im gesamten Versuchsmaterial —, die nach 2—8 Std fixiert 
worden waren, fehlte nur in vieren der Puff I-18-C, eins davon ist ein tentans x palli- 
divittatus-Bastard, bei einem zweiten lieB sich das IV. Chromosom ebenfalls nicht 
untersuchen. In der Tabelle 2 sind alle Tiere zusammengestellt, bei denen 2 bis 
8 Std nach der Injektion einer der beiden Puffs keine Reaktion zeigte und sich 
beide Chromosomen auswerten lieBen. Beim Puff IV-2-B miissen die GréBen- 
klassen 0 und 1 als die angesehen werden, bei denen. keine Reaktion erfolgt ist; 
sie sind daher zusammenzufassen. 


Es ergibt sich (Tabelle 2), daB bei den Tieren, in denen der Puff 
I-18-C fehlt, auch der Puff IV-2-B nicht vergréBert ist. Einige Tiere 
besitzen dagegen, wenn auch in schwacher Ausbildung, den Puff I-18-C, 
ihnen fehlt jedoch ein stark entwickelter Puff IV-2-B. Bei den Tieren, 
in denen beide Puffaktivierungen nicht eingetreten sind, ist nicht zu 
sagen, worauf der negative Versuchsausfall beruht, mdglicherweise 
handelt es sich um Versuchsfehler (s. S. 614). Wenn nur eine Puff- 
reaktion ausgeblieben ist, ist es die des Puffs IV-2-B. Wenn also, so 
mu man schlieBen, iiberhaupt eine Kausalbeziehung zwischen den 
Reaktionen der beiden Puffs besteht, so mu8 der Puff J-18-C der primdr 
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reagierende sein, der den anderen aktiviert. Damit steht sein etwas 
friiheres Auftreten ebenso in Einklang wie sein friiheres Aktivwerden 
in der Normalentwicklung (s. Teil II) und nach Beendigung der Diapause 
(noch unveréffentlicht), wie auch die oben (S. 640) beschriebene starkere 
Abhangigkeit seiner Aktivitét vom Ecdyson. Die andere Méglichkeit 
ist aber natiirlich noch offen, daB beide Gene unabhangig auf das 
Eedyson bzw. andere davon in Gang gesetzte Prozesse reagieren. 


Tabelle 3. GréBe der Puffs I-18-C und IV-2-B in den Tieren, die 24 Std nach der 
Injektion von 15 CE Ecdyson fixiert wurden 





I-18-C| Anzahl Tiere in GréBenklasse 


























IV-2-B 0 1 2 3 

i 

S88 o+1] 1 4 5 

S% 2 3 1 4 

on. 1 1 4 
1 8 2 2 13 


Auch zwischen der Dauer und dem Ausmaf des Aktivbleibens der 
beiden Puffs in langerem Abstand von der Injektion besteht offenbar 
eine Beziehung. Nach Injektion von 15 CE haben sich beide Puffs 
24 Std spater teilweise zuriickgebildet. Das Ausma8 der Riickbildung 
der beiden Puffs scheint im Einzeltier positiv korreliert zu sein (Ta- 
belle 3). Auch hier ist freilich wieder unbekannt, ob die Aktivitat des 
einen Puffs fiir die des anderen verantwortlich ist, oder ob beide von 
demselben dritten Faktor reguliert werden. Da8 aber sowohl ihre Akti- 
vierung als auch ihr Aktivitatszustand in der ersten Zeit nach der In- 
jektion in irgendeiner Weise korrelierte Prozesse sind, steht aufer 
Zweifel. 


3. Der Puff I-19-A 


Im Verlauf der Vorpuppenentwicklung, vor allem gegen Ende 
dieser Phase, stellen eine Reihe von Genen ihre Tatigkeit regelmaBig ein. 
Das mag mit dem allmahlichen Erléschen der Tatigkeit der Driisen 
tiberhaupt — die dann histolysiert werden — zusammenhangen, es 
kénnte aber auch sein, daB solche Gene an Prozessen mitwirken, die der 
Aufrechterhaltung des Larvenzustandes, d.h. der Hemmung des Meta- 
morphoseeintritts dienen. Um so interessanter war daher der Befund, 
der bereits in den ersten Untersuchungen erhoben wurde (s. CLEVER 
und Kartson 1960), daB eins dieser Gene etwa ebenso schnell auf die 
Hormoninjektion mit Puffriickbildung reagiert wie die bisher beschrie- 
benen mit Erhéhung ihres Aktivitatsgrades. 

Dieses Gen liegt im Abschnitt 19-A des I. Chromosoms. Gewéhnlich 
ist in Larven, die noch nicht mit der Metamorphose begonnen haben, 
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ein Puff in wechselnder GréBe ausgebildet; nur selten fehlt er. In jungen 
und mittelalten Vorpuppen ist der Puff ebenfalls vorhanden und zwar 
gewohnlich in starkerer Ausbildung; in alten Vorpuppen fehlt er regel- 
mabig. 

Die Lokalisation des Puffs ergibt sich aus Abb. 18b (Pfeil) und den 
tibrigen Abbildungen der Chromosomenabschnitte I-18/19. 


Die die Abschnitte 18 und 19 trennende Querscheibengruppe wird distal von 
einer dickeren, gew6hnlich unterbrochen strukturierten Querscheibe begrenzt. Je 
nach dem Streckungszustand des Chromosoms im Priiparat erscheint diese Quer- 
scheibe mit der Scheibengruppe verschmolzen oder von ihr getrennt. Im ersteren 
Falle wirkt die Querscheibengruppe an ihrem distalen Rand ,,zerfranst“, wie es in 
den meisten der hier gegebenen Abbildungen erscheint. Distalwarts folgt dann 
eine diinne Querscheibe, die bei Ausbildung des Puffs nicht erkennbar ist. Ob 
diese Querscheibe selbst den Puff bildet, oder ob der Puff in ihrer engsten Nachbar- 
schaft entsteht — ahnlich wie es oben (S. 613) fiir den Puff I-18-C beschrieben 
wurde —, war nicht zu entscheiden; einzelne Befunde waren mit der letzteren An- 
nahme leichter verstandlich (s. S. 646). Die auf diese ,,puffbildende“ Querscheibe 
distal folgende ist wieder dicker und gewohnlich unterbrochen. Dadurch, da8 der 
Puff, bzw. die Region, in der er liegt, proximal und distal von unterbrochenen Quer- 
scheiben begrenzt wird, wird manchmal auch dann das Vorhandensein eines Puffs 

 vorgetauscht, wenn er tatsiachlich fehlt. Eine sichere Entscheidung erlaubt immer 

die Struktur der mittleren Querscheibe und die Griinfiirbung des Puffs. Bei der 
ersten Auswertung, als der genaue Bau dieser Chromosomenregion noch nicht be- 
kannt war, wurde in einigen Fallen falsch geurteilt, wodurch vor allem die Kon- 
trollen betroffen waren. Tatsichlich fehlt der Puff auch hier bei etwa 10% der 
Tiere. 


Die Gréfe, die der Puff I-19-A gewéhnlich erreicht, entspricht etwa 
der des Nachbarpuffs I-18-C; er kann etwas gréBer werden. Um die 
Puffgr6Ben unter den verschiedenen Bedingungen des Experiments 
erfassen zu kénnen, wurden wieder Gréfenklassen gebildet. Wegen der 
Ahnlichkeit mit dem Puff I-18-C lassen sich die dort gegebenen Defini- 
tionen der GréBenklassen (s. 8.615) auch hier sinngemaé8 verwenden. 


In den Versuchskontrollen ist der Puff in simtlichen GréBenklassen 
vorhanden, bevorzugt in den Klassen 3 und vor allem 2 (s. Abb. 16). 
Diese Haufigkeitsverteilung der PuffgréBen ist als Ausgangszustand vor 
der Injektion des Ecdysons anzusehen, wenn man das gesamte Ver- 
suchsmaterial betrachtet. Die verschiedenen PuffgréBen sind jedoch 
nicht in allen Kulturen gleich haufig; neben Kulturen, in denen der 
Puff bei fast allen Tieren sehr stark ausgebildet ist, gibt es andere, in 
denen er meistens nur in geringer GréBe vorhanden ist. 

Streng genommen diirfte man daher stets nur Tiere eines Einzelversuchs, die 
~ aus einer Kulturschale stammen, miteinander vergleichen. Dann werden aber die 
Anzahlen der Versuchstiere zu klein. Um etwas gréBere Anzahlen zu haben, 
muBten daher hier die gleich behandelten Tiere aus mehreren Einzelversuchen 
zusammengefaBt — nur einige Zuchten mit extremen PuffgréBen wurden ausge- 
schieden — und ihnen nur die Kontrollen aus denselben Zuchten gegeniibergestellt 
werden. Die Hiufigkeitsverteilung der PuffgréBen in diesen Kontrollen sollte der 
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bei den jeweiligen Versuchstieren vor der Injektion entsprechen. Die hier an Hand des 
jeweils zusammengefaBten Zahlenmaterials dargestellten Versuchsergebnisse lassen 
sich auch aus Einzelversuchen ablesen, wie an einem Beispiel gezeigt werden wird. 
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Putf-GréBenklassen ——> 
Abb. 16. Haufigkeiten der verschiedenen 
GréBenklassen des Puffs I-19-A in den 
Kontrollen und im Gesamtmaterial nach 


Die Hiaufigkeitsverteilung der 
Puffs verschiedener GréBe ist im 
gesamten Versuchsmaterial sehr ahn- 
lich wie im Ausgangs-(Kontroll)- 
material, die Besetzung der beiden 
héheren Klassen hat jedoch ab-, die 
der niedrigen zugenommen. Statt 
bei 10% der Tiere fehlt der Puff 
jetzt bei 20%. Auch dieser Prozent- 
satz liegt noch betrachtlich unter 
dem in der ersten .Mitteilung ange- 





‘der Injektion. von Ecdyson 
gebenen (31,8 %); das liegt vor allem 


an der anderen Zusammensetzung des Versuchsmaterials (s. unten). 
Im Durchschnitt betrachtet, reagiert der Puff im Abschnitt I-19-A auf 
eine Injektion von Ecdyson also mit Verringerung seiner GréBe (Abb. 16). 

Mit den hier gewahiten Methoden lieB sich der Beginn der Puffriick- 
bildung, d.h. also ein Unterschied in der Haufigkeitsverteilung der Puff- 
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Abb. 17a u. b. Haufigkeiten der verschiedenen GréBenklassen des Puffs I-19-A bei Tieren, 
die zu verschiedenen Zeiten nach der Injektion fixiert wurden. a Nach Injektion von 10 
und 15 CE, b nach Injektion von 45 CE Ecdyson 
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groéBen friihestens 2—8 Std nach der Injektion nachweisen. Die nach 
2—8 Std fixierten Tiere wurden wieder soweit wie médglich zusammen- 
gefaBt. Ob innerhalb der Gruppe Unterschiede bestehen, ist schwer 
zu beurteilen; anscheinend ist das nicht der Fall. Jedenfalls zeigt 
die Versuchsgruppe insgesamt aber einen deutlichen Unterschied 
gegeniiber der Kontrolle (Abb. 17a 

und b). Tabelle 4. Grépe des Puffs I-19-A bei 
Tieren eines Versuchs, denen 45 CE 


Ecdyson injiziert worden waren 
(s. auch Abb. 18) 


Das friiher fixierte Material ist gering, 
stammt aus einer gréBeren Anzahl] von 
Versuchen und hat eine entsprechend 














groBe Streuung. Ein Unterschied in der ae ‘Ansatil Tiero 
Haufigkeit der PuffgréBen gegeniiber den ; “ee in GréBenklasse 
Kontrollen ist nicht erkennbar; er ist — Injektion 0 1 2 3 
aber auch nicht sicher auszuschlieBen, 
zumal wenn man daran denkt, daB sich 
; ‘ : Sepa 6 3 

geringe GréBenverschiebungen bei Verin- 24 1 5 1 
derungen vorhandener Puffs viel schwerer 

Kontrolle 5 1 














erkennen lassen, als bei Puffinduktionen 
de novo wie im Falle des Puffs I-18-C. 

Bei einer Anzahl von Tieren, vor allem in der Versuchsgruppe, der 
45 CE Ecdyson injiziert worden waren, ist der Puff nach 2—8 Std voll- 
standig riickgebildet worden, und zwar anscheinend auch bei solchen 
Tieren, die ihn urspriinglich in der GréBenklasse 2 besaBen (vgl. Abb. 17b, 





Abb. 18a—c. Verinderungen des Puffs I-19-A nach Injektion von 45 CE Ecdyson. a Un- 
behandelte Kontrolle, b 6 Std, c 24 Std nach der Injektion fixiert. Der Pfeil in b markiert 
die Querscheibe, die gewéhnlich in dem Puff aufgeht 


Kontrolle und die nach 2—8 Std fixierten). Wie schnell Puffs dieser 
GréBe sich tatsachlich riickbilden kénnen, zeigt das Ergebnis eines 
Einzelversuchs, das hier zugleich als Erganzung zu den zusammenge- 
faBten Ergebnissen mitgeteilt werden soll. 

Der Versuch wurde mit 16 Tieren durchgefiihrt, die aus derselben 
Tochterkultur stammten. Die als Kontrollen fixierten Tiere enthielten 
den Puff fast einheitlich in mittlerer GréBe (Tabelle 4 und Abb. 18a). 
Es ist also héchstwahrscheinlich, daB ihn auch die Versechstiere prak- 
tisch alle mindestens in der GréBe 2 besaBen. Allen 6 Std nach der 
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Injektion von 45 CE Ecdyson fixierten Tieren fehlte der Puff (Tabelle 4, 


Abb. 18b). 

Es iiberrascht, da bei dem in Abb. 18b abgebildeten Chromosom auch die 
betroffene Orceinquerscheibe bereits wieder ganz normale Ruhestruktur zeigt, ohne 
noch an den verschwundenen Puff zu erinnern. Das wire am leichtesten verstand- 
lich mit der Annahme, daB der Puff nicht von dieser Querscheibe gebildet wird, 
sondern in ihrer Nahe, eventuell von einer diinnen benachbarten, ihr eng anliegenden 
Bande, deren allzu feine Struktur bei der gewahlten Praparationstechnik nicht er- 
kennbar ist (s. auch S. 613 und 8. 643). 

6 Std reichen also fiir die vollstandige Riickbildung eines Puffs mitt- 
lerer GroBe aus; andererseits war aber auffallig, daB in einigen Versuchen, 
in denen die Tiere im Ausgangszustand einen ungewohnlich groBen 
Puff besaBen, er auch bei 2 und 4 Std nach der Injektion fixierten 
Tieren noch recht groB war, teils sogar noch der Klasse 3 angehérte. 
Die Tiere dieser Versuche sind in der Abb. 17 nicht enthalten. Die nach 
einer Riickbildungsdauer von 2—8 Std verbliebene GréBe wird also auch 
von der AusgangsgréBe beeinfluBt. 

Die Frage ist nun, ob die Haufigkeitsverteilung der Puffgr6éBen 
bei den 2—8 Std nach der Injektion fixierten Tieren einen Endzustand 
der Riickbildung widerspiegelt, oder ob die Riickbildung in jedem Fall 
bis zum villigen Verschwinden des Puffs geht, die in den Diagrammen 
dez Abb. 17 den héheren GréBenklassen angehérenden Puffs sich also 
noch in Riickbildung befinden. 

Da sich an die Riickbildung bald eine Puffneubildung anschlieBt (s. unten), 
sind Versuchsgruppen, deren simtlichen Tieren der Puff fehlt, nicht zu erwarten, 
wenn man noch linger als 8 Std mit der Fixierung wartete. Der Zustand vélliger 
Riickbildung wire in jedem Fall héchstens eine notwendige Durchgangsstufe. Die 
Neubildung setzt jedoch erst spiater ein, so daB sie das Bild bei den nach 2—8 Std 
fixierten Tieren noch nicht verwirrt. 

Nun weist schon der erwahnte Befund, da anscheinend zwischen 
den nach 2, 4, 6 oder 8 Std fixierten Tieren kein Unterschied in der 
Haufigkeit der PuffgréBen besteht, darauf hin, daB die Riickbildung 
bald endet. Bei der breiten Streuung ist das Material aber zu gering, 
um hieraus allein sicher schlieBen zu kénnen. Weiter ist anzufihren, 
daB in keinem Fall eine spater fixierte Versuchsgruppe gefunden wurde, 
die im Durchschnitt eine geringere PuffgréBe aufwies, als die 2—8 Std 
nach der Injektion fixierten. Das aber ware zu erwarten, wenn die 
besondere Haufigkeit groBer Puffs in Versuchen, in denen die Puffs 
vor der Injektion (Kontrollen) sehr gro8 waren, Anzeichen fiir verzdgerte 
und nicht fiir wnvollstdndige Riickbildung waren. Das gleiche gilt auch 
fiir die starke Besetzung der positiven GréBenklassen nach Injektion 
geringerer Ecdysondosen (Abb. 17a). Anzeichen dafiir, daB die Riick- 
bildung unter unterschiedlichen Bedingungen mit verschiedenen Ge- 
schwindigkeiten vonstatten ginge, fanden sich nicht. 
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DaB die im Diagramm Abb. 17 abgebildete Klassenverteilung fiir 
die nach 2—8 Std fixierten Tiere im Durchschnitt — einzelne Aus- 
nahmetiere darin sind natiirlich méglich — einen statischen Zustand 
wiedergibt, dafiir ist ein weiteres Argument darin zu sehen, daB die 
GroBe dieses Puffs in den Einzeltieren mit der des Puffs I-18-C, der 
sich in dieser Zeit sicher nicht verandert, korreliert ist: Wir sahen 
oben, daB der Puff I-18-C nach 2 Std eine bestimmte Gréfe angenommen 
hat, die dann iiber einen Zeitraum von wenigstens 10 Std erhalten 
bleibt (s. 8.618). Je gréBer nun in einem Tier der induzierte Puff 
I-18-C ist, um so kleiner ist der Nachbarpuff I-19-A (Tabelle 5). Diese 
negative Korrelation ware kaum verstandlich, wenn der Puff I-19-A in 
derselben Zeit wesentliche 
Gr6Benverinderungen durch- 
machte. 


Tabelle 5. GréBe der Puffs I-18-C und I-19-A 
in den Tieren, die 2—8 Std nach der Injektion 
fixiert wurden 
Die Korrelation zwischen den 


GréBen der Puffs I-18-C und I-19-A I-18-C} Anzahl Tiere in GroBenklasse 
ist naturgema&B nicht ganz streng, _I-19-A 0 1 2 3 


da — ganz abgesehen von einer 





























gewissen Willkiir bei der Beur- 2. 9g 1 9 15 25 
teilung — in die GréBe des Puffs a 1 1 4 12 6 23 
I-19-A noch Faktoren, wie z.B. ‘£8 2 3 5 8 $3 19 
die AusgangsgréBe, eingehen, die aise. 1 1 
nichts mit dem Experiment zu 4 ll 29 24 68 


tun haben. 


Der SchluB erscheint also berechtigt, da die Reduktion der Puff- 
groBe nur soweit geht, wie es in der Verschiebung der Haufigkeitsmaxima 
in den Diagrammen der Abb. 17 zum Ausdruck kommt und das Ecdyson 
nicht in jedem Falle die vollstindige Riickbildung des Puffs, also auch 
keine véllige Inaktivierung dieses Gens — auch keine voriibergehende — 
induziert. Der Zustand verringerter GroBe wird innerhalb kurzer Zeit 
nach der Injektion (2 Std oder héchstens wenig mehr; das mag im 
Einzelfall auch von der AusgangsgréBe abhangen) erreicht und bleibt 
dann iiber einen Zeitraum von wenigstens einigen Stunden erhalten. 

Von den Faktoren, die EinfluB darauf haben, bei welcher GréBe die 
Puffriickbildung zum Stillstand kommt, wurde die Ausgangsgréfe des 
Puffs bereits erwihnt. Der Vergleich der Abb. 17a und b zeigt weiter, 
daB der Puff um so starker riickgebildet wird, je hdher die injizierte 
Ecdysondosis ist. Aber selbst bei der Dosis von 45 CE ist die Riick- 
bildung nur bei der Halfte der Tiere vollstandig. Bei den niedrigeren 
Dosen ist die Verteilung der Puffgré8en nur leicht nach links verscho- 
ben. Auch die durch diese Dosen erreichte Ecdysonkonzentration in der 
Hamolymphe ist aber wahrscheinlich noch unphysiologisch hoch. Es 
tiberrascht daher nicht, daB sich zu Beginn der normalen Metamorphose 
(Vorpuppenphase) keine Reduktion des Puffs I-19-A nachweisen lieB 
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(s. Teil II). Daraus folgt, daB Gegenwart von Ecdyson und Aktivitat des 
Gens in Abschnitt I-19-A einander jedenfalls nicht ausschlieBen. Das 
wird noch deutlicher, wenn das Verhalten des Puffs in den Tieren be- 
trachtet wird, die erst in lingerem Abstand von der Injektion fixiert 
wurden. 

Spatestens 15 Std nach der Injektion ist eine Neubildung des redu- 
zierten Puffs im Gange (s. Abb. 17b); eingesetzt hat sie mdéglicherweise 
schon nach 12 Std: von 5 Tieren, die dann fixiert worden waren, ge- 
hérten eins zur Klasse 0, zwei zur Klasse 1 und je eins zu den Klassen 
2 und 3. Nach 24 Std sind in fast allen Tieren wieder groBe Puffs vor- 
handen. Dieser Zustand bleibt dann auch noch lange erhalten: von 
fiinf nach 48 Std fixierten Tieren (45 CE Ecdyson) hatten vier ihn in 
der GréBe 3, eins ihn in der GréBe 2; fiinf nach 72 Std fixierte Tiere 
hatten ihn sémtlich in der GréBe 2. — Die Neubildung des riickgebildeten 
Puffs bestatigt sich schlieBlich auch in dem oben dargestellten Kinzel- 
versuch (s. 8. 645 und Abb. 18c). 

Vergleicht man in Abb. 17 die PuffgroBe, die nach 24 Std erreicht 
ist, mit der in den jeweiligen Kontrollen, so fallt auf, daB dann sogar 
ein gréBerer Anteil den groBen Puffklassen angehért, und zwar um so 
mehr, je héher die injizierte Ecdysondosis war (s. Abb. 17a und b). 
Bei der Wiedervergr68erung der Puffs handelt es sich also nicht nur um 
ein Riickgangigmachen der induzierten Depression, vielmehr kann man, 
unter Vernachlassigung der voriibergehenden Riickbildung des Puffs, 
aus den Befunden ablesen, da durch das Ecdyson das Gen im Abschnitt 
I-19-A unabhingig vom Ausgangszustand zu verstirkter Aktivitdt veran- 
laBt wird. Diese Aktivierung beginnt zwischen 10 und 15 Std nach 
der Hormoninjektion und wird von der Héhe der injizierten Hormon- 
dosis beeinfluBt. Ein Zustand erhéhter Aktivitaét dieses Gens wurde 
ebenfalls in jungen Vorpuppen gefunden (s. Teil II). 

Die zuletzt geschilderten Befunde sprechen ebenso wie das Verhalten 
des Puffs in der Normalentwicklung dafiir, daB es sich bei der Aktivitat 
dieses Gens um eine grundsdtzlich entwicklungsunspezifische handelt, 
die jedoch an einem Stoffwechselvorgang beteiligt ist, der wahrend der 
Vorpuppenphase besonders intensiv ist. Genreaktionen solcher Art 
werden wir im nachsten Kapitel noch mehrere kennenlernen. Gegen 
eine solche Deutung lieBe sich vorlaufig noch die Puffriickbildung kurz 
nach der Hormoninjektion einwenden, die auBerdem natiirlich fiir die 
Frage der primaéren Hormonreaktion wichtiger ist als die spatere Puff- 
aktivierung. Ihr miissen wir uns daher noch einmal zuwenden. 

Die Neubildung des Puffs so bald. nach der Injektion sichert zu- 
nachst den oben bereits gezogenen SchluB, da blofe Anwesenheit von 
Ecdyson die Aktivitét des Gens I-19-A jedenfalls nicht hindert, denn 
wir sahen in den Kapiteln C 1 und C 2, daB, mindestens nach Injektion 
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von 45 CE, Ecdyson jedenfalls tiber 24 Std, wahrscheinlich sogar tiber 
48 und 72 Std hinaus in der Haimolymphe vorhanden bleibt. Gerade 
nach dieser hohen Injektionsdosis erfolgt aber auch die Neubildung 
besonders stark. 

Nun fehlt der Puff I-19-A ja in der Normalentwicklung in sehr alten 
Vorpuppen und man kénnte vermuten, daB die Riickbildung hier 
und im Experiment auf die gleichen Ursachen zuriickgeht. So kénnte 
man etwa daran denken, dab sehr hohe Hormonkonzentration die 
Aktivitaét des Gens verhindert, zumal da die Riickbildung ja dosis- 
abhangig ist. Zweifellos ist sie unmittelbar nach der Injektion am 
groBten und man miibte dann annehmen, da8 sie auch in alten Vor- 
puppen héher als zuvor ware. Gegen diese Hypothese spricht aber 
wieder, daf}§ gerade nach Injektion hoher Dosen die Neubildung beson- 
ders stark ist; hinge die Genaktivitét unmittelbar von der jeweiligen 
Hormonkonzentration oder von einem von ihr staindig gesteuerten 
ProzeB ab, so ware zumindest zu erwarten, daB die Puffneubildung 
um so spater einsetzt, je héher die injizierte Dosis war. Das ist sicher 
. nicht der Fall. Trotzdem priiften wir die Frage, ob sehr hohe Ecdyson- 
konzentration Riickbildung des Puffs I-19-A zur Folge hat, wegen ihrer 
groBen Bedeutung noch experimentell. 

Wir gingen hierzu davon aus, daB in alten Vorpuppen der Puff 
fehlt, wahrend er in jiingeren und in solchen mittleren Alters besonders 
groB ist. Erfolgte die Riickbildung in alten Vorpuppen durch weitere 
Erhéhung des Ecdysontiters, so sollte sie sich auch in jiingeren Vorpuppen 
durch Hormoninjektion erzwingen lassen, obwohl dann keine unmittel- 
bare Induktion neuer Puffs zu erwarten ist, da die die Metamorphose 
einleitenden Puffaktivierungen (I-18-C, IV-2-B) bereits erfolgt sind. 
In Vorpuppen mittleren Alters sollte die Hormonkonzentration nach 
unseren allgemeinen Kenntnissen iiber die Hautungsregulation schon 
sowieso recht hoch sein, was auch mit der starken Ausbildung, die die 
Puffs konzentrationsempfindlicher Gene (I-18-C und IV-2-B) dann 
haben, tibereinstimmt. Man kann also sicher sein, durch zusatzliche 
Hormoninjektion eine héhere Konzentration zu bekommen, als sie nor- 
malerweise in Vorpuppen vorkommt. 

Zum Versuch wurden Vorpuppen ausgewahlt, die ihrem Aussehen nach etwa 
das geeignete Alter hatten. Ihnen wurden 15 CE Ecdyson injiziert und die Tiere 
3—4 Std nach der Injektion fixiert. 

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse dieses Versuchs doppelt aufgefiihrt, 
und zwar ist einmal das gesamte Versuchsmaterial dem Gesamtmaterial 
aller bisher untersuchten unbehandelten Vorpuppen gegeniibergesellt, 
auBerdem die Gruppe der injizierten Tiere, welche sowohl dem Aus- 
bildungszustand des Puffmusters als dem der Imaginalscheiben nach 
etwa gleich alt waren, einer Gruppe ihnen gleich alter Vorpuppen. 
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Tabelle 6. GréBe des Puffs I-19-A in Vorpuppen, die 3—4 Std nach der Injektion 
von 15 CE Ecdyson fixiert wurden, und in unbehandelten Vorpuppen. Die Vorpuppen 
des gleichen Alters sind in beiden Gruppen zusdtzlich getrennt aufgefiihrt 





% Tiere in GréBenklasse 





2 3 





Mittelalte Vorpuppen+ Ecdyson. . | 














55,6 46,4 9 
Vorpuppen + Ecdyson, gesamt. . . 53,8 48,2 13 
Mittelalte Vorpuppen, Kontrolle . . 56,3 43,7 16 
Vorpuppen gesamt, Kontrolle . . . 11,1 16,7 45,9 26,4 72 





Das Ergebnis zeigt eindeutig, daB zusédtzliches Ecdyson in Vorpuppen 
keine Verkleinerung des Puffs I-19-A mehr bewirkt, geschweige denn eine 
vollige Unterdriickung der Aktivitét dieses Gens. Daraus folgt aber, 
daB es auch nicht die sehr hohe Konzentration des Ecdysons in der Hamo- 
lymphe unmittelbar nach der Injektion oder am Ende der Vorpuppen- 
phase sein kann, die die Riickbildung des Puffs I-19-A bewirkt. 

Es gibt noch eine Ge- 
Tabelle 7. Gréfe des Puffs I-19-A in unbehan- ™meinsamkeit zwischen den 
delten Vorpuppen, die den Puff I-18-C in der beiden Phasen, in denen 











GréBe 3 besitzen der Puff I-19-A fehlt oder 

armnniiaanen héchstens schwach aktiv 

0 1 2 3. ist, das ist die starke Akti- 

vitat des Nachbarpuffs 

Anzahl der Tiere 6 11 4 8 J-18-C. Besteht etwa ein 














Antagonismus im Verhalten 
dieser beiden Puffs derart, daB die starke Aktivitaét des einen notwendig 
die des anderen ausschlieBt ? Darauf scheint die bereits erwahnte nega- 
tive Korrelation der GréBe dieser beiden Puffs in den einzelnen 2—8 Std 
nach der Injektion fixierten Tieren tatsachlich hinzuweisen (s. S. 647 
und Tabelle 5). : 

Die Normalentwicklung zeigt aber schon, daB jeder der beiden Puffs 
jede GréBe unabhangig von der des anderen haben kann: In Larven vor 
Kintritt in die Metamorphose fehlt der Puff I-18-C immer; trotzdem 
kann auch der Puff I-19-A klein sein oder fehlen. In der Vorpuppen- 
entwicklung erreicht dagegen der Puff I-18-C friiher seine MaximalgréBe, 
als der Puff I-19-A verschwindet; dann kann gleichzeitig mit dem Puff 
I-18-C in der GréBe 3 der Puff I-19-A in jeder GréBe vorhanden sein 
(Tabelle 7). 

Aber auch in der experimentell ausgelésten Metamorphose ver- 
schwindet die zunachst bestehende Korrelation der Puffgré8e bald 
wieder. Das geht schon daraus hervor, daB die Neubildung des Puffs 
I-19-A und das Erhaltenbleiben des Puffs I-18-C in bedeutender GréBe 
durch denselben Faktor bewirkt werden (Injektion hoher Ecdyson- 
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dosen). DaB eine Beziehung zwischen den PuffgréBen dann auch im 
Einzeltier nicht mehr besteht, zeigt die Korrelationstabelle fiir die nach 
24 Std fixierten Tiere (Tabelle 8). 

Die Gréfe der Puffs I-19-A und I-18-C ist also sicher nicht allgemein 
negativ korreliert. Die Korrelation besteht vielmehr eindeutig nur in 
dem relativ kurzen Zeitraum nach der Induktion der Puffveranderungen. 
Korreliert ist, so muB man schlieBen, die GréBe des Puffs I-19-A nicht 
mit der GréBe des Puffs I-18-C, sondern mit dem Ausma8 der pl6tzlichen 
und starken Gréfenverinderungen, die er durch die Induktion erfahrt. 
Worin diese Beziehung der beiden Puffs besteht, ob es iiberhaupt eine 
direkte Beziehung zwischen 
ihnen selbst ist, oder ob sie Tabelle 8. Gréfe der Puffs I-18-C und I-19-A 


gemeinsam von einem dritten in den Tieren, die 24 Std nach der Injektion 


Faktor abhingen, muB offen- ._fictert wurden 


bleiben. Wenn eine direkte J-18-C] Anzahl Tiere in GréBenklasse 
Beziehung besteht, ist wohl  1-19-a 0 1 , 3 


zweifellos die Reaktion des 
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onnte an ,,Konkurrenzwir- 2¢¢ 9 2 - 11 3 | 93 
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den auf den in seiner Nahe 2 | 12 24 6 | 44 
vorhandenen Puff denken. 

Es mégen aber auch ganz andere, infolge der abnormen und plotzlichen 
Metamorphoseeinleitung ausgeléste Prozesse im Spiele sein. 

Wir stellten eingangs dieses Kapitels (S. 642) die Frage, ob die hor- 
monale Hautungsauslésung als Enthemmung aufzufassen sei und ob 
sich Anhaltspunkte dafiir fanden, daB ein Puff vor Eintritt einer Larve 
in die Metamorphose an einer solchen Hemmung beteiligt sei. Das Ver- 
halten des Puffs I-19-A nach der Injektion schien diese Méglichkeit 
nahezulegen. Nach allem hier Dargestellten ist die Riickbildung dieses 
Puffs jedoch kein in die normale Hautungsauslésung eingeschalteter 
ProzeB, vielmehr erfolgt sie wahrscheinlich infolge der kiinstlichen und 
das Tier unvorbereitet treffenden Entwicklungsanregung. Damit fehlt 
jetzt jeder Hinweis darauf, daB die Hautung iiber die Entblockierung 
einer gengesteuerten Hemmung ausgelést wird. 

Die bisher als Arbeitshypothese benutzte Gleichwertung der Riick- 
bildung des Puffs I-19-A am Ende der Vorpuppenzeit und nach Ecdyson- 
injektion trifft offenbar nicht zu. Wir gelangten oben bereits zu der Auf- 
fassung, daB die Puffbildung des Gens I-19-A eine entwicklungsunspe- 
zifische Reaktion sei. Ist diese Auffassung richtig, dann laBt sich die 
Inaktivierung am Ende der Vorpuppenzeit leicht einordnen in eine Reihe 
von Inaktivierungen solcher Puffs, die wahrend des gré8ten Teils der 
Larvenentwicklung tatig sind. Damit steht in gutem Einklang, daB die 
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Riickbildung des Puffs I-19-A im Verlaufe von Larvenhautungen nicht 
erfolgt (s. auch 8. 647 und Teil IT). 

Das eigentlich Neue bei der Reaktion des Gens im Abschnitt I-19-A 
ist also darin zu sehen, daB ein entwicklungsunspezifischer Puff durch 
das Ecdyson beeinflu8t und sogar vergréBert wird. Hiermit steht es 
jedoch nicht allein, wie im nachsten Kapitel gezeigt werden soll. 


4. Entwickluncsunspezifische Puffs 


Die als erste auf die Injektion reagierenden Gene I-18-C und IV-2-B 
werden aus jeweils fiir die Larvenzeit typischen Aktivitaétszustanden in 
Puff-Veranderungen in jungen Larven solche tiberfiihrt, die wieder- 

f \ um fir das eingeleitete 
=— _, = __sEntwicklungsstadium spezi- 
—— Sak _  fisch sind. Es gibt jedoch 
es x = auch puffbildende Gene, bei 
fobs} denen weder der Aktivitits- 





nM 


a zustand als solcher, noch 
— Pd der Aktivitétsgrad an_ be- 
stimmte Entwicklungspha- 
= sen gebunden ist, die also 
nach Injektion sicher an Teilen des Zell- 
oe, — VON Ecdyson stoffwechsels beteiligt sind, 
die nicht spezifisch fiir Ent- 

Abb. 19. Reaktionsschema der entwicklungsun- ‘ t r5 \ 
spezifischen Puffs, welche sich nach der Ecdyson- wicklungsvorgange sind. 
injektion unabhangig von dem jeweiligen Auch von diesen Genen 


Ausgangszustand stark vergréBern a f ee 
verindern jedoch _ einige 


ihren Aktivitatsgrad regelmaBig nach der Hautungseinleitung durch 
das Ecdyson. 

In der Abb. 19 ist die Reaktionsweise solcher Gene mit entwicklungs- 
unspezifischen Puffs schematisch dargestellt. In jiingeren Larven, die 
noch nicht mit der Metamorphose begonnen haben, verandert sich die 
Aktivitat dieser Gene sténdig; Puffs konnen fehlen, und sie kénnen sehr 
groB sein (Abb. 19, obere Reihe). Injiziert man nun Ecdyson und lost 
dadurch die Metamorphose aus, so wird, unabhangig vom Ausgangs- 
zustand, ein groBer Puff ausgebildet (Abb. 19, unten). In der normalen 
Vorpuppenphase sind durchweg gréBere Puffs vorhanden. Das Gen 
I-19-A, das in diese Gruppe gehdért, zeigte noch andere Besonder- 
heiten. Wir wollen uns nun Genreaktionen, die ganz klar diesem 
Typ angehéren, zuwenden. Von ihnen gibt es in den Speicheldrisen- 
chromosomen von Chironomus tentans eine gréBere Anzahl. Wir be- 
schranken uns auf die Besprechung weniger Beispiele. 
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Im Abschnitt 17-B des 
I. Chromosoms kann ein Puff 
liegen, der bei maximaler 
Ausbildung wohl der grdBte 
in den Speicheldriisenchromo- 
somen ist, wenn man von den 
Balbiani-Ringen absieht. Die 
Lokalisation und verschiedene 
Ausbildungsstufen sind aus 
der Abb. 20 zu ersehen. 


Dieser Puff fehlt injiingeren 
Larven nur selten vollkom- 
men.. Seine GréBe verandert 
sich jedoch mehrfach im Ver- 
laufe der Larvenzeit; durch- 
schnittlich ist er in den ersten 
Tagen nach der letzten Larven- 
héutung und in Vorpuppen 
am gréBten. In den Kon- 
trollen zu diesen Versucken, 
die altersmaBig zwischen den 
beiden Phasen liegen, gehért 
der Puff meistens den kleine- 
ren oder mittleren GrdéBen- 
klassen an _ (entsprechend 
Abb. 20a—c, s. auch Abb. 22). 


Durch verschiedene AuBen- 
einfliisse ist die Aktivitat 
dieses Gens beeinfluBbar. So 
fand BEERMANN (1952) friiher, 
daB es auf Umsetzen der 
Larven aus niederer in héhere 
Zuchttemperatur mit beson- 
ders starker_,,Trdépfchenbil- 
dung‘“‘ reagiert. Auch in eige- 
nen ‘Transplantations- und 
Explantationsversuchen mit 
Speicheldriisen, die von vor- 
laiufig noch uniibersehbaren 


Puffbildungen begleitet sind, _ 


reagierte es besonders stark. 








> 
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GréBenklassen 
a—c aus unbehandelten Kontrolltieren, d und e aus Larven, denen Ecdyson injiziert worden war 


Verschiedene Ausbildungsstufen des Puffs I-17-B. Die Ziffern unter den Chromosomen bezeichnen die 


Abb. 20a—e. 
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Das Gen I-17-B wird auch nach der Héiutungseinleitung durch Ecdyson 
aktiviert und kann dann einen sehr groBen Puff ausbilden (Abb. 21). 

Da im Ausgangsmaterial der Versuche der Puff bereits vorhanden 
ist, miissen wieder die Haufigkeiten verglichen werden, mit denen er, 
bzw. seine verschiedenen Ausbildungsstadien, bei Versuchs- und Kon- 
trolltieren vorkommen. Die 
Puffs wurden daher wieder 
GroBenklassen zugeteilt, die 
entsprechend den Angaben 
in Abb. 20 gewahlt wurden. 
Da die Haufigkeit der ver- 
schiedenen Klassen in den 
Kontrollen der einzelnen Ver- 
suche nicht ganz gleich ist, ist 
den Versuchstieren in Abb. 22 
und Tabelle 9 nur das jeweils 
zugehorige Kontrollmaterial 
gegeniibergestellt. Die Haufig- 
keitsverteilung im Gesamtma- 
terial unterscheidet sich da- 
vonallerdings nicht wesentlich. 

Ks solien zunachst nur die 
Versuche besprochen werden, 
in denen den Larven 45 CE 
Ecdyson injiziert wurden. Die 
erste Frage gilt wieder dem 
Beginn der Puff-VergréBerung. 
Abb. 21au.b. Abschnitte 17 und 18 des I. Chro- Bei den 12 Std und friher 
mosoms, oben mit Griinfilter, unten mit Rot- nach der Injektion fixierten 
fiver photographer. 4 Unbotandeto Kontrol Larven ist_ sicher kein Unter- 

I-17-B ist jeweils mit Pfeil markiert schied in der Haufigkeit der 

verschiedenen PuffgréBen 

gegentiber den Kontrollen vorhanden; deutlich und auffallig ist er da- 

gegen bei den 18 Std danach fixierten (Abb. 22). Zeitlich verhalten sich 

auch die Tiere der hier nicht aufgefiihrten Versuche (s. unten) gleich 

oder ahnlich. Die Aktivitatserhdhung des Gens I-17-B diirfte also 
15—17 Std nach der Injektion beginnen. 

Spatestens 24 Std nach der Injektion ist das Maximum der Puff- 
VergréBerung erreicht (Abb. 22). Es haben sich dann auBSerordentlich 
groBe Puffs entwickelt (Abb. 20e und 21b), die in ihrer GréBe alle 
ublicherweise in jiingeren Larven auftretenden weit iibertreffen. Es 
sind groBe Mengen des sich mit Lichtgriin bei py 5 anfarbenden Proteins 
angesammelt, die die feinere Chromosomenstruktur in dieser Region 
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verdecken, das Chromosom lokal stark aufblahen und dadurch die an- 
grenzenden Abschnitte zusammendriicken. In manchen Praparaten ist 
das Protein nicht als kompakter Ballen zusammengeblieben, wie in den 
Abbildungen, sondern hat sich iiber ein langeres Stiick des Chromosoms 
verteilt. Es ist allerdings méglich, daB es sich hierbei um Art~fakte 
handelt, die beim Quetschen entstanden sind. 


48 Std nach der Injektion ist die Aktivitét des Gens I-17-B noch 
unverandert stark: von den fiinf dann fixierten Tieren gehéren drei der 


Klasse 4, und je eins den tees 












Klassen 2 und 3 an. Erst PS Kontrolle 
72 Std nach der Injektion ist tol n=27 a 
die Aktivitét wieder auf den | ae 
Stand der nicht in Metamor- $ fixiert nach: 
adi ol 18 Stdn 
phose befindlichen Kontrollen 3 aeae 
ss : ad n=8 b 
zuriickgefallen; die Puffsder sy 45 GE 
dann fixierten Tiere gehéren 
den Klassen 2 und 3 an. sol calle 
In denVersuchen mit 45 CE 40\- n=19 
Ecdyson waren mir die Ver- 20 45 CE 








groBerungen entwicklungsun- 





spezifischer Puffs zuerst auf- 60 ou Stdn. 
gefallen. Da sie zu einer Zeit 40 oe 4 
erfolgen, in der die induzierte 20 10 und 15 GE 
Aktivitat der Gene I-18-C und 

IV-2-B nach Injektion klei- gfe ae 


nerer Hormondosen bereits Abb. 22a—d. Haufigkeiten der GréSenklassen 
° * es des Puffs I-17-B unter verschiedenen Versuchsbe- 
wieder abnimmt, Wer AU DEM: dingungen, a—c zur Demonstration der zeitlichen 


fen, ob diese Hormondosen Veriinderungen der PuffgréBe, c und d zur De- 
os . monstration des Einflusses der Hormondosis auf 
iiberhaupt noch eine Ver- die GréBe des voll ausgebildeten Puffs 
groBerung der entwicklungs- 
unspezifischen Puffs bewirken und in welcher Weise sie eventuell von 
der Konzentration des Ecdysons abhangt. Da die Zunahme der Puff- 
groBe etwa 24 Std nach der Injektion beendet ist, liBt sich die Frage 
durch Vergleich der PuffgréBenhaufigkeiten in diesem Altersstadium 
untersuchen. 

Tatsachlich sind groBe Puffs in den 24 Std nach der Injektion von 
10 oder 15 CE Ecdyson fixierten Tieren haufiger, kleine Puffs seltener 
als in den Kontrollen. Zwischen den mit diesen beiden Dosen injizierten 
Versuchsgruppen war kein Unterschied erkennbar; in Abb. 22d sind 
daher die Puffgré8en-Haufigkeiten dieser beiden Gruppen zusammen- 
gefaBt dargestellt. Die Aktivierung des Gens I-17-B erfolgt also mit 
allen hier verwendeten Hormondosen. 
44 


Chromosoma (Berl.), Bd. 12 
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Die injizierte Hormonmenge hat aber Einflu8 auf die induzierte 
Puffgrépe wie der Vergleich der Diagramme Abb. 22¢ und d zeigt. Die 
extrem groBen Puffs, wie sie in den Abb. 20e und 21 dargestellt sind, 
treten nur nach Injektion der hohen Ecdysondosen auf. Bezogen auf 
die Stoffwechselprozesse, an denen das Gen beteiligt ist, bedeutet dieser 
EinfluB der Dosis auf die PuffgréBe, daB die Menge des injizierten Hor- 
mons auch die Intensitét solcher Teile des Zellstoffwechsels beeinfluBt, 
die nicht fiir Entwicklungsprozesse spezifisch sind. 

Wir fanden bei der Besprechung des Verhaltens der Gene I-18-C 
und IV-2-B, da diese Gene durch das Ecdyson nicht nur aktiviert 
werden, sondern daB die induzierte Aktivitét auch nur solange erhalten 


Tabelle 9. GréBe des Puffs I-17-B in Tieren, in denen die friih induzierten Puffs 
I-18-C und IV-2-B bereits wieder riickgebildet sind 
































Injizi erte aes, % Tiere in GréBenklasse i 
Dosis Injektion 1 2 3 4 
10 CE 24 12,5 | 25 62,5 eat 8 
15 CE 48 20 20 60 — 5 
PSOWUPOMO 606.656 68,8 29,1 2,1 — 48 


bleibt, wie Ecdyson in der Hamolymphe vorhanden ist. Ist auch die er- 
héhte Aktivitét der entwicklungsunspezifischen Puffs davon abhangig, 
da8 Ecdyson in der Himolymphe vorhanden ist, bzw. da8 unmittelbar 
durch das Ecdyson gelenkte Prozesse noch im Gange sind ? 

Diese Frage 1éBt sich an den Tieren priifen, die fixiert wurden, 
nachdem das Hormon wieder verschwunden ist und die zuerst akti- 
vierten Gene wieder inaktiv geworden sind. Das ist nach dem iiberein- 
stimmenden Verhalten der Gene I-18-C und IV-2-B 24 Std nach der 
Injektion von 10 CE und 48 Std nach der Injektion von 15 CE Ecdyson 
der Fall (s. Abb. 9 und 15). In Tabelle 9 ist die Haufigkeit der ver- 
schiedenen GrédBen des Puffs I-17-B in diesen beiden Altersgruppen 
zusammengestellt. In beiden Fallen tiberdauert also die erhéhte Aktivi- 
tat dieses Gens die Aktivitat der friih induzierten und hormonempfind- 
lichen Gene, also auch die Anwesenheit des Hormons (vgl. S. 623). 
Diese Gene mit entwicklungsunspezifischen Puffbildungen werden also 
infolge der durch das Ecdyson ausgelésten Entwicklungsprozesse zwar 
zu erhéhter Aktivitét angeregt, behalten jedoch diese erhéhte Aktivitat 
auch dann noch bei, wenn der primare Induktor der Entwicklungs- 
prozesse wieder verschwunden ist. Der induzierte Aktivitétsgrad ist nicht 
von seiner Gegenwart abhingig. Verglichen mit den friih aktivierten 
Genen zeigt sich hier ein grundsatzlicher Unterschied im Verhalten 
gegentiber dem Ecdyson. 
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Es wurde schon zu Beginn des Kapitels bemerkt, daB eine gréBere 
Anzahl entwicklungsunspezifischer Puffs, die tiber alle Chromosomen 
verteilt sind, durch das Ecdyson eine zusatzliche Aktivierung erfahrt. 
Die Beschreibung des Gens I-17-B konnte als Beispiel gelten, da sie 
sich grundsatzlich gleich verhalten. In Einzelheiten ihres Verhaltens 
weichen sie freilich voneinander ab, so in der Dauer ihrer Aktivitats- 
erhéhung und dem Beginn ihrer Aktivierung. Wahrend die Mehrzahl 
von ihnen etwa gleichzeitig mit dem Puff I-17-B zwischen 15 und 20 Std 
nach der Injektion zuerst eine erhéhte Aktivitaét zeigt, beginnen einige 
bereits friiher sich auffallig zu vergréBern. 

Das Gen dieser Gruppe, dessen Aktivitétserh6hung bisher am 
friihesten nach der Injektion festgestellt wurde, liegt im Abschnitt 8-A 
des I. Chromosoms (vgl. Abb. 23 a,, b,, Pfeile). Es liegt hier an einer fiir 
die Untersuchung haufig sehr ungiinstigen Stelle in einer Inversions- 
schleife, so daB der Puff nur in einem Teil der Praparate gut beurteilt 
werden konnte. Auch dieser Puff kann in jungen Larven in sehr ver- 
schiedener Gré8e auftreten; er fehlt jedoch viel haufiger als der soeben 
besprochene im Abschnitt I-17-B; seine MaximalgréBe ist auBerdem 
geringer. In den Kontrollen besaBen ihn etwa 25% der Tiere. 

Spatestens 12 Std nach der Injektion des Ecdysons ist der Puff 
I-8-A voll ausgebildet. Unterschiede in der Haufigkeit des Puffs bzw. der 
PuffgréBen, gegeniiber den Kontrollen sind bereits bei 6 und 8 Std nach 
der Injektion fixierten Tieren deutlich, noch friiher fixierte zeigen 
dagegen keinen Unterschied. Die AktivitétserhGhung dieses Gens 
dirfte also etwa 5 Std nach der Hormoninjektion beginnen. 

Auch die Aktivierung dieses Gens erfolgte bei allen verwendeten 
Hormondosen. 

Die Dauer der AktivitatserhGhung des Gens I-8-A im experimentell 
induzierten Hautungsgeschehen ist etwas geringer als die des Gens 
I-17-B; 48 Std nach der Injektion ist der Puff auch bei einer Dosis von 
45 CE haufig wieder riickgebildet. 24 Std nach der Injektion ist er da- 
gegen unter diesen Bedingungen voll aktiv. 

Die Aktivierung der Gruppe der entwicklungsunspezifischen Puffs 
erfolgte, mindestens nach der Injektion von 45 CE, in samtlichen 
Tieren, bei denen an der Reaktion der beiden friih reagierenden Gene 
I-18-C und IV-2-B erkennbar ist, da8 tiberhaupt eine Reaktionsfolge 
durch das Ecdyson eingeleitet worden ist. Auffalligerweise gilt das aber 
nicht fiir den einzelnen Puff dieser Gruppe. Das sei jetzt noch am 
Beispiel des Puffs I-8-A besprochen. 

In Abb. 23 sind aus zwei Tieren je drei Chromosomenabschnitte 
dargestellt, in denen eine gréBere Anzahl der bisher besprochenen Puffs 
liegt: der Puff I-18-C und die entwicklungsunspezifischen Puffs I-8-A, 
I-17-B und I-19-A (Abb. 23 a,,5, b,,.); zusatzlich ist noch ein Stiick 
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des II. Chromosoms ab- 
gebildet (Abb. 23 ag, bg), 
in dem in den Ab- 
schnitten 6-A und 6-B 
zwei  entwicklungsun- 
spezifische Puffs liegen, 
die sich zeitlich sehr 
ahnlich verhalten wie 
der Puff I-17-B. Die 
Tiere stammen aus dem- 
selben Versuch und wur- 
den 24 Std nach der In- 
jektion von 45 CE Ecdy- 
son fixiert. In dem in 
Abb. 23a abgebildeten 
Tier zeigen samtliche 
erwahnten Puffs den fiir 
diesen Abstand von der 
Injektion typischen Aus- 
bildungszustand. 

Auch in dem Tier in 
Abb. 23b haben, abge- 
sehen von dem Puff 
T-8-A, alle anderen Puffs 
das typische Aussehen 
wie in Abb. 23a und 
zeigen damit, daB auch 
in diesem Tier das Kc- 
dyson die in dieser 
Arbeit —beschriebenen 
Reaktionen in Gang ge- 
setzt hat. Der Puff 
I-8-A_ fehlt jedoch oder 


Abb. 23. Chromosomenab- 
schnitte aus zwei Tieren 
24 Std nach der Injektion von 
45 CE Ecdyson. Die mit ( x) 
markierten Puffs zeigen das 
fiir dieses Stadium typische 
Aussehen. Das Gen I-8-A hat 
nur bei dem Tier in a mit deut- 
licher Puffbildung reagiert, bei 


dem Tier in 6 ist diese Genreaktion als einzige ausgeblieben (Pfeile in a, und b,). Die mit (0) 
markierten Puffs sind entwicklungsunspezifische mit langandauernden Aktivititsphasen, 
welche nicht auf Ecdyson reagieren. a,, 6, a, und b, Abschnitte des I., a; und b, Abschnitte 


des II. Chromosoms 
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ist héchstens ganz schwach entwickelt. Ein entsprechendes Ausnahme- 
verhalten zeigt dieses Gen auch in einzelnen Tieren anderer Versuchs- 
gruppen, auch in solchen, die friiher fixiert worden waren, so daB 
man als Grund fiir das Fehlen des Puffs bei dem in Abb. 23b dar- 
gestellten Tier nicht annehmen kann, daB hier die Riickbildung etwa 
friiher eingesetzt hatte als in den anderen Tieren. 

Das Gen I-8-A steht mit diesem Verhalten nicht isoliert da. Ein 
ganz entsprechendes Ausbleiben der Puffbildung zeigen gelegentlich 
auch die anderen Gene dieser Gruppe bei vollig typischem Verhalten 
aller anderen. Es handelt sich also in all diesen Fallen nicht um das Aus- 
bleiben der gesamten Ecdysonreaktion, auch nicht um ein Stecken- 
bleiben der ausgelésten Entwicklung. Beides wird durch die Reaktion 
jeweils aller anderen Puffs sicher ausgeschlossen. Es handelt sich viel- 
mehr um das isolierte Ausbleiben der Reaktion eines einzelnen Gens in 
einem Entwicklungsgeschehen, fiir das seine erhéhte Aktivitit typisch ist. 

Von 35 Tieren, die 12—24 Std nach der Injektion von 45 CE Ecdyson 
fixiert wurden, war bei etwa einem Drittel die Reaktion eines der 
untersuchten entwicklungsunspezifischen Puffs ausgeblieben. Da bei 
samtlichen 15 Tieren, die erst 48 oder 72 Std nach der Injektion fixiert 
wurden, die Metamorphose ohne Ausnahme weit vorangeschritten war 
(s. oben S. 611 und unten S. 663), ist zu folgern, daB das Ausbleiben 
der Reaktion eines der Gene mit entwicklungsunspezifischer Aktivitat 
kein Stehenbleiben der Entwicklung zur Folge hat. Die Aktivitaét dieser 
Gene ist fiir das Entwicklungsgeschehen nicht unbedingt notwendig, 
zumindest nicht bei jedem Tier. 

Die Auslésung des Entwicklungsgeschehens allein geniigt nach 
diesen Befunden noch nicht, um die mit ihm gewdhnlich verbundene 
Intensitaétserhéhung der Aktivitét der Gene dieser Gruppe auszulésen. 
Man kann daraus jedoch noch nicht schlieBen, daB auch die Intensivie- 
rung der Stoffwechselprozesse, an denen diese Gene beteiligt sind, in 
solchen Fallen unterbleibt. Man kénnte vielmehr daran denken, daB die 
Genaktivierungen dann ausbleiben, wenn die von ihnen gelieferte In- 
formation, bzw. ein Zwischenprodukt, an dessen Synthese sie mit- 
wirken, ausreichend im Plasma vorhanden ist, so daB die Prozesse auch 
ohne zusatzliche gengesteuerte Enzymsynthese mit gentigender Intensi- 
tat ablaufen kénnen. Wir haben hier wieder einen grundsatzlich ahn- 
lichen Fall, daB namlich die Aktivierbarkeit des einzelnen Gens von dem 
physiologischen Zustand des Tieres abhingt, wie wir ihn oben (S. 640) 
fiir das Gen IV-2-B kennenlernten. 

Die Méglichkeit isolierten Ausfallens der Reaktion einzelner der 
Gene, deren Aktivitat sich typischerweise im Verlaufe der durch das 
Kcdyson eingeleiteten Prozesse erhéht, zeigt weiter, daB sie nicht sémt- 
lich an denselben Stoffwechselvorgingen beteiligt sind. Wenn trotz 
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des Ausfalls der besonders friihen Reaktion des Gens I-8-A die Akti- 
vierung der anderen Gene erfolgt, so macht das besonders deutlich, 
daB aus einer zeitlichen Sequenz von Genaktivierungen nicht auf die 
Zugehorigkeit zu einer einzigen Reaktionskette geschlossen werden darf. 

Bisher haben wir nur die Reaktionen von Genen mit langerer Ak- 
tivitatsdauer beriicksichtigt. Im Abschnitt 8-A des III. Chromosoms 
kann ein kleiner Puff liegen, der in der Normalentwicklung nur hin und 
wieder auftritt. Dagegen ist er in fast allen Praparaten vorhanden, die 
von 12—18 Std nach der Injektion fixierten Tieren stammen. In friiher 
und spater fixierten fehlt er wieder gewohnlich. Die Aktivitaétsdauer 
dieses Gens in der experimentell ausgelésten Entwicklung ist also nur 
kurz und bestatigt damit, daf in selten auftretenden Puffs solche von 
Genen mit kurzer Aktivitdtsdauer zu sehen sind. 

Im Verlaufe der Vorpuppenphase kommt es auBer zu den beschrie- 
benen Genaktivierungen in Form von Puff-Neubildungen regelmaBig 
auch zur Riickbildung einer Reihe von Puffs, die wahrend der ganzen 
Larvenzeit vorhanden waren. Rein formal gesehen handelt es sich bei 
solcher Beendigung der Tatigkeit eines Gens in einer bestimmten Ent- 
wicklungsphase natiirlich um eine entwicklungsspezifische Reaktion. 
Entwicklungsphysiologisches Interesse hat ein solches Erléschen dann, 
wenn es kausal mit dem Aufrechterhalten — bzw. dem Ingangkom- 
men — bestimmter Entwicklungsvorgénge verkniipft ware; wir haben 
das ausfiihrlich diskutiert (s. 8. Kap. C3). Puffriickbildungen mit dieser 
Bedeutung sind jedoch bisher nicht bekannt.. Wahrscheinlich handelt 
es sich vielmehr bei diesen Puffriickbildungen um Inaktivierungen 
solcher Gene, die an entwicklungsunspezifischen, im einzelnen noch un- 
bekannten Teilen des Stoffwechsels der Driisenzellen beteiligt sind und 
die im Zusammenhang mit dem bevorstehenden Erléschen der Speichel- 
driisenfunktion erfolgen. DaB auch diese Beendigung von Genfunktio- 
nen, wie das gesamte Hautungsgeschehen, unter der Kontrolle der 
Metamorphosehormone geschieht, konnte Panitz (1960) zeigen. Er 
léste die Riickbildung zellspezifischer Balbiani-Ringe in der Speichel- 
driise von Acricotopus lucidus, die normalerweise im Verlaufe der Vor- 
puppenphase erfolgt (MECHELKE 1953, 1958), in Explantaten von lar- 
valen Driisen dadurch aus, daB er Gehirnkomplexe aus Puppen zu 
Larvenhémolymphe als Kulturmedium hinzufiigte, oder Puppenhamo- 
lymphe als Kulturmedium verwendete. 


5. Spat aktivierte, vorpuppenspezifische Puffs 
Wahrend wir die oben beschriebene Aktivierung des entwicklungs- 
spezifisch reagierenden Gens I-18-C bereits in unseren ersten Versuchen 
fanden, gliickte es lange Zeit nicht, weitere Puffs zu induzieren, von 
denen wir wuBten, da8 sie waihrend des letzten Larvenstadiums nur in 
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der Vorpuppenphase vorkommen. Uber die Sequenz ihres Auftretens 
in der Normalentwicklung wuBten wir damals noch nichts. Inzwischen 
stellte sich heraus, da8 iibereinstimmend in der normalen und in der 
experimentell ausgelésten Metamorphose diese Gene im Gegensatz zu 
dem ihnen zunachst gleichgewerteten Gen I-18-C erst lange nach der 
Hautungseinleitung aktiv werden. Eine so lang andauernde Meta- 
morphoseentwicklung erreichten wir aber nicht unter allen Versuchs- 
bedingungen. In der Normalentwicklung untersuchten wir das Ver- 





Abb. 24a—c. Linkes Ende des 
I. Chromosoms. Der Pfeil in 
a bezeichnet den Entstehungs- 
ort des Puffs I-1-A. a und b Un- 
behandelte Kontroll-Larven, 
ec 48 Std nach der Injektion von 
45 CE Ecdyson, der induzierte 
Puff ist mit Pfeil markiert. b und 
c oben mit Griinfilter, unten mit 
Rotfilter photographiert. 
Vergr. etwa 1700. x 





halten von drei Puffs dieser Gruppe (s. Teil II). Innerhalb der hier 
untersuchten Zeitspanne — drei Tage nach der Hormoninjektion — 
treten zwei von ihnen auf. 

Da uns aus der Untersuchung der Normalentwicklung keine vorpuppenspe- 
zifischen Puffs bekannt sind, die nur kurzfristig aktiv bleiben, konnten wir auch 
bei Fixierungen in lingeren Zeitabstinden sicher sein, eventuell auftretende vor- 
puppenspezifische Puffs zu erfassen. Die hier mitgeteilten Ergebnisse stiitzen sich 
auf 48 und 72 Std nach der Injektion fixierte Tiere. 

Der eine der beiden untersuchten Puffs liegt ganz am linken Ende des 
I. Chromosoms im Abschnitt 1-A (Abb. 24). Wahrend der Larvenzeit, 
auch wahrend der Hautungen, ist hier kein Puff ausgebildet (Abb. 24b). 
In der normalen Vorpuppenphase entsteht er als erster der auffalligen 
metamorphosespezifischen Puffs in Vorpuppen mittleren Alters und 
bleibt dann bis zum Zerfall der Driise vorhanden. 

Im Experiment ist der Puff in den 48 Std nach der Injektion von 
45 CE Ecdyson fixierten Tieren vorhanden (Abb. 24c). Er hat in diesen 
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Praparaten etwa die GréBe des Puffs I-18-C bei stérkerer Ausbildung. 
In den 72 Std nach der Injektion fixierten Tieren ist er ebenfalls vor- 
handen, im Durchschnitt nur wenig gr6Ber als nach 48 Std. Die GréBe, 
die er in sehr alten normalen Vorpuppen besitzt, erreichte er wahrend 
der 72stiindigen Dauer des Experiments nicht. Das stimmt gut mit 
dem noch jiingeren Entwicklungszustand der Versuchstiere tiberein. 
Der zweite dieser Puffs liegt im Abschnitt 14-A des II. Chromosoms 
(Abb. 25a). Auch er tritt erst in Vorpuppen mittleren Alters auf, und 





13 








Abb. 25a—c. Abschnitte 13 
und 14 des II. Chromosoms. 
Der Pfeil in a_ bezeichnet 
den Entstehungsort des Puffs 
II-14-A. a und b Unbehan- 
delte Kontroll-Larven, c 72 Std 
nach der Injektion von 45 CE 
Ecdyson, der induzierte Puff 
ist mit Pfeil markiert. b und c 
oben mit Grinfilter, unten 
mit Rotfilter photographiert. 

Vergr. etwa 1700 x ce 





zwar spater als der im Abschnitt I-1-A gelegene. In der Larvenzeit 
vor Eintritt in die Metamorphose wurde wiederum bisher kein Puff 
an dieser Stelle des Chromosoms beobachtet (Abb. 25b). 


Im Experiment ist dieser Puff in den 72 Std nach der Injektion von 
45 CE Ecdyson fixierten Larven vorhanden (Abb. 25c), in den nach 
48 Std und friher fixierten fehlt er. Die GréBe des Puffs entspricht 
im Experiment etwa der des Puffs I-1-A. Auch er hat 72 Std nach der 
Injektion noch nicht die GréBe des homologen Puffs in sehr alten Vor- 
puppen erreicht; er ist dann aber so grof wie in jiingeren Vorpuppen 
von etwa vergleichbarem physiologischem Alter. 

Der Beginn der Akiivierung des Gens II-14-A la8t sich ungefahr 
erschlieBen. Da namlich auch in der Normalentwicklung zwischen der 
Aktivierung der Gene I-1-A und II-14-A ein deutlicher, wenn auch 
zeitlich noch nicht exakt festlegbarer Abstand besteht, wird man an- 
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nehmen diirfen, da die Aktivierung nicht allzu lange vor der Fixierung 
erfolgt ist. Dafiir spricht noch ein weiteres Argument. 


In der Normalentwicklung tritt naémlich auBer den beiden soeben 
beschriebenen Puffs in alteren Vorpuppen noch ein weiterer im Abschnitt 
9-B des III. Chromosoms auf. Er war in nahezu saémtlichen bisher unter- 
suchten Vorpuppen ebenfalls vorhanden, in denen der Puff IT-14-A aus- 
gebildet war. Man mu daraus schlieBen, daB er etwa gleichzeitig mit 
diesem, wahrscheinlich etwas spater, aktiviert wird. In den Experi- 
menten wurde der Puff ITI-9-B nicht beobachtet!; in einigen der nach 
72 Std fixierten Praparate ist mdglicherweise eine ganz geringe Auf- 
lockerung vorhanden. Der Vergleich mit dem Verhalten in der Normal- 
entwicklung weist also darauf hin, da8 die Aktivierung des Puffs IT-14-A 
im Experiment erst stattgefunden hat, kurz bevor er beobachtet wurde, 
d.h. also etwas friiher als 72 Std nach der Injektion. 


Die Aktivierungen der beiden Puffs I-1-A und II-14-A waren mit 
einer Dosis von 45 CE Ecdyson in simtlichen 48 bzw. 72 Std nach der 
Injektion fixierten Larven ausgelést worden. 


Fir die Frage der Dosisabhingigkett dieser Genaktivierungen stehen 
aus unserem bisherigen Versuchsmaterial nur die 48 Std nach der 
Injektion von 15 CE Ecdyson fixierten Larven zum Vergleich zur Ver- 
fiigung. In ihnen ist der Puff I-1-A, dessen Aktivierung dann bereits 
erfolgt sein miiBte, nicht ausgebildet. Es ist danach zu vermuten, daB 
noch bei einer Injektion von 15 CE Ecdyson die induzierte Entwicklung 
endet, bevor die Prozesse beginnen, an denen die hier beschriebenen 
metamorphosespezifischen Puffs beteiligt sind. Da 48 Std nach der 
Injektion von 15 CE auch das Ecdyson wieder aus der Himolymphe ver- 
schwunden ist, kénnte das bedeuten, da auch die spiten metamor- 
phosespezifischen Prozesse nur in Gang kommen, wenn Hormon vor- 
handen ist, bzw. wenn von ihm unmittelbar gesteuerte Prozesse, wie die 
Aktivitaten der Gene I-18-C und IV-2-B, ablaufen. 

Metamorphosespezifische Puffs in Tieren, in denen das Gen I-18-C 
nicht aktiv war, wurden nicht beobachtet; das gleiche gilt fiir den Puff 


1 Anmerkung bei der Korrektur: In einem neuen Experiment wurden 7 Tieren 
45 CE reines Ecdyson injiziert. Von 4 nach 72 Std fixierten Tieren besaBen je 2 
den Puff J-18-C in den GréBen 2 und 3. Alle 4 Tiere besafen die Puffs I-1-A und 
II-14-A, eins auBerdem den Puff III-9-B in starker, ein anderes in zchwacher 
Ausbildung. Drei Tiere iiberlebten bis zum 4. Tag. Eins von ihnen hatte sich 
inzwischen verpuppt, die beiden anderen standen dicht davor und zeigten das 
fiir sehr alte Vorpuppen typische Puffmuster. Damit.lassen sich jetzt folgende 
ergiinzende bzw. bestitigende Aussagen machen: 1. mit 45 CE Ecdyson wird die 
vollstindige Verpuppung ausgelést; 2. der Anstieg der Kurve III in Abb. 9 72 Std 
nach der Injektion ist real; 3. auch der Puff III-9-B tritt im experimentell indu- 
zierten Metamorphosegeschehen auf, und zwar offenbar wenig spater als 72 Std 
nach der Injektion. 
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I-1-A auch hinsichtlich des Gens IV-2-B. Bei der Aktivierung des 
Gens II-14-A 72 Std nach der Injektion war dagegen die verstarkte 
Aktivitét des Gens IV-2-B bereits wieder erloschen (s. Abb. 15); in der 
Normalentwicklung kénnen auch beide zugleich stark aktiv sein. Die 
Méglichkeit, daB zwischen die primaére Ecdysonwirkung und die Akti- 
vierung der metamorphosespezifischen Puffs die friihen Genreaktionen 
eingeschaltet sind, besteht also durchaus; unsere Befunde stiinden 
weiterhin mit der Hypothese in Einklang, dai diese Genaktivierungen 
unter der Kontrolle des Gens I-18-C erfolgen. 


6. Nicht-reagierende puffbildende Gene 

Die Untersuchung des Verhaltens der verschiedenen Puffs in der 
Normalentwicklung von Chironomus fiihrte zu der Unterscheidung von 
entwicklungsspezifischen und entwicklungsunspezifischen Genreaktio- 
nen (s. Teil IL). Bei Drosophila sind, nach den Untersuchungen von 
BeEcKER (1959), Puffs unmittelbar vor den Hautungen besonders zahl- 
reich, so daB BrckeEr dort direkt von ,,puffing‘‘-Perioden sprechen und 
die Puffbildung als eine rhythmische, beim Ubergang von einem Ent- 
wicklungsstadium in das nachste auftretende Erscheinung auffassen 
konnte. Von solchen Unterschieden in der Puifhaufigkeit in jungen 
Larven und Vorpuppen kann bei Chironomus jedoch keine Rede sein. 
Als Ergebnis dieser Arbeit stellte sich nun heraus, 1. daB erwartungs- 
gemaB die Gene mit entwicklungsspezifischer Reaktion auch im experi- 
mentell ausgelésten Hautungsgeschehen aktiviert werden, 2. daf aber 
auch entwicklungsunspezifische Puffs aktiviert werden. Im Experiment 
1aBt sich bei Chironomus das Verhalten der Puffs besser beurteilen als 
in der Normalentwicklung. Sollte sich nun herausstellen, daB auch hier 
alle oder fast alle puffbildenden Gene aktiviert werden, so wiirde das 
zwischen den Befunden tiber das Normalverhalten bei Chironomus und 
Drosophila vermitteln. Bei der Mehrzahl der Puffs in den Speichel- 
driisenchromosomen von Chironomus tentans wurde jedoch auch. nach 
Eedysoninjektion keine Reaktion beobachtet. 

Nun unterscheiden sich die puffbildenden Gene in der Dauer ihrer 
durchschnittlichen Aktivitétsphasen. Je linger die Aktivitatsdauer 
eines Gens ist, umso haufiger wird man es in willkirlich herausge- 
griffenen Proben als Puff antreffen. Umgekehrt laBt sich bei Genen mit 
kurzen Aktivitétsphasen aus dem Nichtbeobachten eines Puffs nur dann 
auf vollig fehlende Aktivierung unter bestimmten Bedingungen schlie- 
Ben, wenn in kurzen Zeitabstaénden nach dem experimentellen Eingriff 
untersucht wurde, wahrend bei Genen mit langeren Aktivitaétsphasen 
auch bei gr6éBeren Zeitabstinden der einzelnen Priifungen sichere Aus- 
sagen mdglich sind. Um die negative Aussage, daB ein groBer Teil der 
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Puffs in der Entwicklung keine Reaktion zeigt, an unserem Material 
machen zu kénnen, ist man daher auf die Untersuchung von Puffs mit 
langdauernden Aktivitatsphasen angewiesen. Zu ihnen gehéren zwei 
Puffs in den Abschnitten 2-A und 3-A des III. Chromosoms (Abb. 26). 
Sie sind fast immer vorhanden; ihre Aktivitaétsgrade schwanken ge- 
wohnlich nicht sehr stark. Im Versuchsmaterial sind diese Puffs in 
allen ihren GroBen vorhanden; in einigen Tieren fehlen sie. Die Haufig- 
keit der verschiedenen GréBen ist die gleiche wie bei unbehandelten 
Tieren. Die zu’ verschiedenen Zeiten nach der Hormoninjektion 
fixierten Tiere lassen keine Unterschiede er- 


——— > 
kennen. % ==. 2 
Ebenso wie diese verhalten sich zahlreiche es 4 
andere Puffs mit langdauernden Aktivitits- = 
phasen, von denen einige in’ Abb. 23 ange- = ¢ 
geben sind. 10 a=, 9 
een ree 
Diese Befunde bestatigen und sichern also metic Bp 
die Ergebnisse der Untersuchung der Normal- ate gr 


entwicklung: es gibt zweifellos eine groBe An- 
zahl puffbildender Gene, auf deren Aktivitdts- Ab». 26. Abschnitte 2 und 
: A s 3 des III. Chromosoms mit 
verhalten der Entwicklungszustand, in dem sich zwei entwicklungsunspe- 
“ . ty Y . zifischen Puffs (Pfeiie) mit 
die Larve befindet, keinen EinfluB hat. Zu a eden dial 
scheint sogar die Mehrzahl aller Puffs in den  tatsphasen. Die Puffs zei- 
: we 4 gen keine mit der Hautung 
Speicheldriisenchromosomen von Ch. tentans  \orretiertenVeranderungen 

zu gehéren, wenn auch auffalligerweise die 
groBten zu den entwicklungsunspezifischen gehéren, deren Aktivitat 


durch Ecdyson erhéht wird. 


Die auffalligsten Funktionsstrukturen in den Speicheldriisenchromo- 
somen sind die im IV.Chromosom gelegenen Balbiani-Ringe. Wir 
haben in ihnen Genorte mit besonders hoher Stoffwechselaktivitat zu 
sehen. Die Balbiani-Ringe zeigen weder in der Normalentwicklung noch 
im Experiment irgendeine Veranderung ihrer Aktivitaét im Zusammen- 
hang mit dem Entwicklungsgeschehen. Das steht gut mit der Vermutung 
BEERMANNs (1961) in Einklang, da8 sie mit dem Funktionsstoffwechsel 
der Driise, der Speichelproduktion, zu tun haben, indem sie eventuell 
unmittelbar die RNS fiir die Synthese der Speichelproteine liefern. 


FaBt man alle heute bekannten Befunde zusammen, so 1aBt sich 
jetzt sicher sagen, daB die Puffbildung eines Teils der Gene in den Riesen- 
chromosomen kein Phinomen ist, das schon an. sich selbst an Entwick- 
lungsprozesse gebunden wire. Wieweit Entwicklungsprozesse an der 
Veranderung der Genaktivitat beteiligt sind, mu8 vielmehr fiir jedes 
einzelne Gen jeweils gesondert untersucht werden. 
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D. Die Genreaktionen 
und das Entwicklungsgeschehen in der Metamorphose 

Durch das injizierte Ecdyson werden in unseren Versuchen die fiir 
die Puppenhautung typischen Entwicklungsprozesse in jungen Larven 
ausgelést. In den Speicheldriisen folgen auf die Injektion eine Reihe von 
Genreaktionen, die sich im einzelnen in bestimmter Weise als abhangig 
von dem durch die Injektion geschaffenen hormonalen Milieu in der 
Larve erweisen. Die Gene, die im Experiment aktiviert werden, sind 
ausschlieBlich solche, die auch im normalen Metamorphosegeschehen 
entsprechende Verdnderungen ihrer Aktivitat zeigen. Andererseits 
wurden alle Genreaktionen, die aus den entsprechenden Abschnitten 
der normalen Vorpuppenentwicklung bekannt sind, auch im Experi- 
ment ausgelést. Es ist also berechtigt, die im Experiment gefundenen 
Ergebnisse auf die Hautungsausloésung durch das larveneigene Ecdyson 
in der Normalentwicklung zu tibertragen. 

In einigen Einzelheiten, vor allem der Stiirke der ausgelésten Genreaktionen, 
sind Unterschiede im Verhalten einzelner Gene in Normalentwicklung und im Ex- 
periment vorhanden. Sie lassen sich auf Unterschiede in den Auslésebedingungen 
zuriickfiihren und andern nichts an der grundsitzlichen Ubereinstimmung. Nach- 
dem in Teil II das Genverhalten in der Normalentwicklung dargestellt sein wird, 
wird. darauf noch kurz eingegangen werden. Das Ausnahmeverhalten des Gens 

’ J-19-A wurde oben (S. 651) ausfiihrlich besprochen. 

Im Gegensatz zur Normalentwicklung ist im Experiment der Zeit- 
punkt der Entwicklungsausl6sung im einzelnen Versuchstier genau 
bekannt. Es zeigte sich, daB nach der Hautungsinduktion durch das 
Eedyson in der Zelle Genreaktionen in einer bestimmten zeitlichen Se- 
quenz ablaufen: Als erstes ist die Aktivierung des Gens I-18-C 15 bis 
30 min nach der Injektion erkennbar. Dann wird, zwischen 30 und 
60 min nach der Injektion, die Aktivitaét des Gens IV-2-B erhéht. In den 
nachsten 15—20 Std folgen eine ganze Reihe von Aktivitatserhéhungen 
weiterer Gene: I-8-A (etwa 5 Std), ITI-8-A (10—12 Std), I-19-A (12 bis 
15 Std), I-17-B, I-6-A, II-6-B (15—-18 Std nach der Injektion) und 
andere. 48 und 72 Std nach der Injektion schlieBlich werden die Gene 
J-1-A und II-14-A aktiv. Diese Genreaktionen kann man zu drei Gruppen 
zusammenfassen, die sich auBer im Zeitpunkt vor allem in der Art ihrer 
Reaktion auf das Hormon unterscheiden: 1. die friih reagierenden Gene 
I-18-C und IV-2-B, 2. die entwicklungsunspezifischen Puffs, die zwischen 
5 und 20 Std nach der Injektion aktiviert werden, 3. die spat aktivierten 
Gene. 

Die Spezifitat ihrer Reaktion, die streng an Entwicklungsphasen 
gebunden ist, in denen Ecdyson in der Himolymphe vorkommt, dann 
aber regelmaBig eintritt, und deren friihes Einsetzen nach der Injektion 
zeichnen die beiden Gene der 1. Gruppe bereits den anderen gegeniiber 
aus. Gemeinsam ist den beiden Genen weiter, da8 ihre entwicklungs- 
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spezifischen Reaktionen nur gerade so lange andauern, wie Ecdyson in 
der Hamolymphe vorhanden ist, und in ihrer Intensitét vom Hormontiter 
beeinfluBbt werden. Aus dieser engen Korrelation zwischen dem Ecdyson 
und bestimmten Aktivitatszusténden dieser beiden Gene muB man 
schlieBen, daB sie an der Ubertragung der hormonalen Information auf 
die Zelle und an der quantitativen Regulation der induzierten Prozesse 
beteiligt sind. 

Nun ist nach den Untersuchungen verschiedener Autoren (KUHN 
und PrepHo 1938, KETCHELL und WILLIAMs 1953, u.a.) die Wirkung 
des Ecdysons kein bloBer AnstoBeffekt, sondern fiir das Zustande- 
kommen der vollstaéndigen normalen Entwicklung ist seine langere Wirk- 
samkeit notig. Unsere Befunde deuten darauf hin, daB diese Wirkung 
des Ecdysons in einer langandauernden Regulation bestimmter, an 
die Beteiligung von Genen gebundener Teile des Zellstoffwechsels 
besteht. 

Will man die Stellung der beiden Gene im friihen Hautungsgeschehen 
gegeneinander abwagen, so sprechen eine Anzahl Argumente dafiir, daB 
die Reaktion des Gens I-18-C der Hautungsinduktion selbst naher steht 
als die des Gens IV-2-B: So unterscheidet sich das Gen IV-2-B von dem 
Gen I-18-C bereits durch den etwas spateren Beginn seiner Reaktion, 
was in der Normalentwicklung noch deutlicher ist als im Experiment. 
Beim Ausfall einer der beiden Genreaktionen zeigte sich ferner, daB eine 
eventuelle Abhangigkeitsbeziehung zwischen den beiden Genen héch- 
stens derart sein kann, daB die Reaktion des Gens I-18-C die primare 
ist. Das Gen IV-2-B scheint schlieBlich seine erhohte Aktivitat schon 
verlieren zu kénnen, wenn noch Ecdyson in der Himolymphe vorhanden 
ist; wenn also seine erhdhte Aktivitét einerseits die Gegenwart von 
Ecdyson voraussetzt, so scheint sie andererseits doch auch noch von 
anderen Faktoren beeinfluBt zu werden. Hierin liegt bereits eine Ahn- 
lichkeit im Verhalten mit der Gruppe der entwicklungsunspezifischen 
Puffs. Beriicksichtigt man schlieBlich noch, da& er auch in jungen 
Larven eine geringe Aktivitaét hat, so wird man schlieBen kénnen, daB 
der Puff IV-2-B zu einem grundsdtzlich stindig ablaufenden, also ent- 
wicklungsunspezifischen Teil des Zellstoffwechsels gehért, der allerdings 
im Hautungsgeschehen von besonderer Wichtigkeit ist und daher hier 
als einer der ersten zusatzlich intensiviert wird. 

Das Gen I-18-C zeichnet sich, wenn unsere Deutung zutrifft, allen 
anderen untersuchten Genen gegeniiber vor allem dadurch aus, da seine 
Aktivitat notwendig mit dem Vorhandensein von Ecdyson in der Hamo- 
lymphe verbunden ist. Damit stimmt tiberein, daB seine Reaktion 
bereits sehr bald nach dem Eindringen des Hormons in die Zelle beginnt. 
Unsere Befunde widersprechen auch der Moglichkeit nicht, daB die 
Beeinflussung aller iibrigen Entwicklungsprozesse durch das Ecdyson 
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vermittels der Reaktion dieses Gens geschieht. Man wird schlieBen 
miissen, daB es dem Induktionsvorgang selbst sehr nahe steht. 

Die Gene der 2. Gruppe zeigen bereits durch ihre relativ spat er- 
folgende Aktivierung, daB sie nicht an der Induktion selbst beteiligt 
sind. Sie sind dariiber hinaus jedoch tiberhaupt nicht an entwicklungs- 
spezifischen Teilen des Zellstoffwechsels beteiligt. Aber auch dann, 
wenn ihre Aktivierung infolge von Entwicklungsprozessen erfolgt ist, 
sind sie von ihnen noch relativ unabhangig: sie konnen auch dann noch 
eine Zeitlang weiterlaufen, wenn das Hormon wieder aus der Hamo- 
lymphe verschwunden ist, wenn zumindest die das Entwicklungs- 
geschehen lenkenden Prozesse wieder zum Stillstand gekommen sind 
und auch neue Entwicklungsvorginge, wie die Aktivierung der Gene 
J-1-A und II-14-A, nicht mehr einsetzen; der Entwicklungsbeginn ist 
noch keine hinreichende Bedingung fiir ihre Aktivierung; und schlieBlich 
hat ihr Inaktivbleiben keinen Entwicklungsstillstand zur Folge. Das 
Verhalten dieser Gruppe Gene im Experiment zeigt uns aber, da auch 
entwicklungsunspezifische Teile des Zellstoffwechsels in Phasen neu ein- 
geleiteter Entwicklung unter Beteiligung des Genoms aktiviert werden und 
geben uns Hinweise tiber den zettlichen Verlauf dieser Aktivierungen. 

Nicht-entwicklungsspezifische Teile des Zellstoffwechsels kénnten 
solche des Funktionsstoffwechsels der Driisenzellen sein, sie konnten aber 
auch dem allgemeineren Bau- oder Betriebsstoffwechsel der Zelle, ihrem 
Grundstoffwechsel angeh6ren. Welchen von beiden die einzelnen hier 
untersuchten Genreaktionen der Gruppe 2 zugehéren, mu zunachst 
. offenbleiben, beides erscheint méglich. Soweit allerdings die Hormon- 
dosis einen Einflu8 auf die Intensitaét dieser Genreaktionen hat, ware es 
eher verstindlich, wenn solche Gene am Grundstoffwechsel der Zelle 
beteiligt waren. Daf Teile des Grundstoffwechsels der Zelle in der Ent- 
wicklung besondere Intensitaét erhalten kénnen, ist bekannt, da sie, wie 
etwa die energieliefernden Prozesse, die Voraussetzung auch fir die 
eigentlichen Entwicklungsvorgange liefern. Sie sind ein Zeichen fir 
erhohte Aktivitat der Zelle iberhaupt, unabhangig davon, aus welchem 
Grund die Zelle jeweils besonders stark aktiv ist. Je intensiver aber der 
eingeleitete Proze8 ist, umso intensiver wird auch dieser Teil des Zell- 
stoffwechsels sein. 

Die spat aktivierten Gene der Gruppe 3 schlieBlich haben sicher 
ebenfalls nichts mehr mit der Induktion zur Hautung zu tun, ihre Reak- 
tionen sind aber entwicklungsspezifisch. Auf das Hormon und auf die 
von ihm zuerst eingeleiteten Prozesse reagieren sie sicher nicht unmittel- 
bar. Das ist schon daran deutlich, daB sie, im Gegensatz zu den Genen 
I-18-C und IV-2-B, nicht in Larvenhéutungen aktiv werden, also weder 
immer wenn Ecdyson vorhanden ist, noch immer wenn diese Gene 
aktiv sind. Andererseits ist aber doch das Vorhandensein des Ecdysons 
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und die Aktivitaét der friih reagierenden Gene — wenigstens des Gens 
I-18-C — wahrscheinlich Voraussetzung fiir ihre Aktivierung. Wenn 
also die spaéter einsetzenden Entwicklungsprozesse auch nicht unmittel- 
bar vom Ecdyson selbst ausgelést werden, so scheint auch ihre Aus- 
lésung doch in irgendeiner Weise unter seiner Kontrolle zu stehen. 
Vielleicht bietet das hier beschriebene System aktiver Gene ein giin- 
stiges Objekt, um die Probleme, die sich hier abzeichnen, tiber die Len- 
kung des einmal induzierten Prozesses, einer Lésung naher zu fiihren. 

Die Gene der 3. Gruppe sind sicher an Stoffwechselvorgangen der 
Zelle beteiligt, die streng spezifisch fiir die Metamorphose sind. DaB sie 
erst relativ spat aktiviert werden, mag damit zusammenhangen, daB die 
Driisenzellen tiberhaupt erst sehr spat ihre spezifische. Metamorphose- 
leistung vollbringen: sie werden unmittelbar vor der Puppenhautung 
im engeren Sinne histolysiert. Man kann sicher nicht verallgemeinernd 
sagen, daB die metamorphosespezifischen Gene immer erst so spat, 
immer erst spater als die entwicklungsunspezifischen Teile des Stoff- 
wechsels aktiviert wiirden. Die Zeit des Beginns dieser verschiedenen 
Arten von Prozessen ist zweifellos gewebespezifisch. 

Reaktionen verschiedener Gewebe nach der Einleitung der Hdautung 
sind aus Untersuchungen mehrerer Autoren bekannt. Die Frage, die 
dort wie bei uns zunachst im Mittelpunkt des Interesses stand, ist die 
nach dem Mechanismus der Induktion selbst. 

Die alte Hypothese von WittraMs (1951), daB Ruhezustande der 
Entwicklung darauf beruhten, daB das Cytochromsystem nicht fir 
die Zellatmung zur Verfiigung stehe und die: Entwicklungsauslésung 
durch das Ecdyson tiber die Anregung der Cytochrom-c-Synthese und 
Restaurierung des Cytochrom-Atmungssystems gehe, wird heute wohl 
allgemein abgelehnt (s. WicGLESworTH 1957, Kartson 1959). Nach 
KURLAND und SCHNEIDERMAN (1959) beruht die Unempfindlichkeit 
der Diapausepuppen von Platysamia gegen Kohlenmonoxyd auf einem 
Uberschu8 der Cytochromoxydase gegentiber dem Cytochrom c. Nach 
Beendigung der Diapause steigt sehr bald der relative Anteil am Cyto- 
chrom c wieder an, méglicherweise durch adaptive Synthese als Ant- 
wort auf Veraénderungen im Energiebedarf der Gewebe. Diese Verande- 
rungen im Energiebedarf sind es, wie KURLAND und SCHNEIDERMAN 
meinen, die im Falle der Diapausebeendigung durch das Ecdyson indu- 
ziert werden. Durch lokale Wundsetzung in der Epidermis wird das 
Cytochrom-Atmungssystem ebenfalls reaktiviert. DaB das Cytochrom- 
system gerade im Entwicklungsgeschehen von besonderer Bedeutung 
ist, und seine Vergiftung zum Entwicklungsstillstand fihrt, konnten 
WILLIAMs u. Mitarb. friiher zeigen (s. z.B. Witt1aMs 1951, SCHNEIDER- 
MAN und Witiiams 1954). In einigen Fallen scheint das Cytochrom- 
system auch in Ruhephasen der Entwicklung aktiv zu sein (MacDoNALD 
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und Brown 1952, Lupwie 1953), wenn auch eventuell in stark ver- 
minderter Starke (SLAMA 1960). Bei Chironomus plumosus sind in Lar- 
ven geringe Mengen Cytochromoxydase vorhanden, sie nimmt in Vor- 
puppen etwas zu und erreicht in Puppen und Imagines sehr hohe Werte 
(AUGENFELD und NEEs 1961). Chironomus tentans-Larven des Alters, 
in dem wir injizierten, sind empfindlich gegentiber Kohlenmonoxyd. 
Auch nach den Untersuchungen von WILLIAMs ist das Cytochromsystem 
in wachsenden Platysamia-Larven intakt. Ob die Cytochromatmung 
bei Chironomus nach der Metamorphoseauslésung intensiviert wird, 
ist noch zu priifen; nach den zitierten Untersuchungen von WILLIAMS 
und von SCHNEIDERMAN ware es zu erwarten. Das Verhalten des 
Cytochromsystems der Zeliatmung stellt also ein sehr gutes Beispiel 
fiir das dar, was wir oben als Intensivierung eines entwicklungsunspezifi- 
schen Teils des Grundstofjwechsels beim Beginn von Entwicklungsvor- 
gangen aus dem Verhalten der Gene der Gruppe 2 ableiteten. 

Zell- und entwicklungsspezifische Teile des Zellstoffwechsels kénnen 
ebenfalls ziemlich friih nach der Hautungseinleitung in Gang kommen. 
So fand Karson (1959), daB der mit der Pupariumbildung verbundene 
Tyrosin-Einbau in die Kutikula bei Calliphora 15—20 Std nach der 
Injektion des Ecdysons beginnt. KarLson nimmt an, da8 durch das 
Hormon iiber irgendwelche noch unbekannte, vielleicht an Zellstruk- 
turen gebundene, vorangehende Prozesse die Tyrosinase aktiviert wird. 
Wir wiirden hier an Genwirkungen zu denken haben. 

WIGGLESWoRTH (1957) sieht den entscheidenden Defekt in ruhenden 
Larven im Fehlen der EiweiSsynthese, und er meint, daB die Ankurbe- 
lung der Proteinsynthese die entwicklungsauslésende Wirkung des 
Ecdysons sei. Seine Annahme stiitzt er auf Befunde an verschiedenen 
Geweben von Rhodnius (Fettkérper, Epidermis, Muskulatur), die be- 
sonders intensiven Stoffwechsel nach der Hautungseinleitung zeigen. 
In ihnen allen vergr68ern sich einige Stunden nach der Hormoninjektion 
der Nukleolus und die Mitochondrien, und RNS und Protein nehmen 
zu. Wir haben die Untersuchungen von WIGGLESWoORTH an Chironomus 
wiederholt und konnten sie zum Teil fiir den Fettkérper bestatigen; die 
Mitochondrien quellen hier etwa 24 Std nach der Injektion sehr stark. 
Keinesfalls ist diese Erscheinung jedoch allen Geweben gemeinsam, 
die auf das Ecdyson mit Hautungsverhalten reagieren (CLEVER 1961 a). 
Auch die Ankurbelung des Proteinstoffwechsels ist nur eine der Hau- 
tungsreaktionen eines Teils der Gewebe. 

Diese hier referierten Reaktionen der Zellen auf die Hautungs- 
induktion sind teils zellspezifisch, teils zellunspezifisch; teils sind sie 
entwicklungsspezifisch, teils werden entwicklungsunspezifische Teile des 
Grundstoffwechsels aktiviert. Die Vorgange sind also grundséitzlich 
gleicher Art wie die, an denen wir bestimmte Gene beteiligt fanden. Die 
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Reaktionen im Zellplasma beginnen im gleichen Zeitabschnitt, in dem 
wir den Beginn der Aktivitaétserhhung der entwicklungsunspezifischen 
Puffs fanden (s. CLEVER 1961 a fiir genauen Vergleich). Nach allem, was 
wir iiber die Bedeutung von Genaktivitaten wissen, liegt diese vor allem 
darin, daB von hier aus vermittels der RNS Enzymsynthesen gelenkt 
werden, die ihrerseits wieder fiir das Einsetzen weiterer Stoffwechsel- 
vorgange verantwortlich sind. Soweit Enzymsynthesen im Plasma an 
der Zellreaktion auf Ecdyson beteiligt sind, darf man annehmen, daB 
die beobachteten Genaktivierungen thnen vorangehen. Witu1aMs (1951), 
WiceLEswortH (1957) und KurtanpD und ScHNEIDERMAN (1959) 
nehmen an, daB die Hautungseinleitung an den Beginn von Synthese- 
vorgingen gekniipft ist, und WicGLEsworTH (1960) selbst denkt an die 
Beteiligung von Genen bei diesen Prozessen. Durch die Hautungs- 
induktion wird ein Wechselspiel von Prozessen am Genom und im 
Plasma der reagierenden Zellen ausgelést. 

CLEVELAND u. Mitarb. (CLEVELAND 1959; CLEVELAND und Burke 1960; 
CLEVELAND, BurkE und Karson 1960) fanden, daB der Ecdysontiter EinfluB 
auf die Sexualzyklen der parasitischen Protozoen in der Schabe Cryptocercus hat. 
Die Reaktionen dieser Protozoen lieBen sich durch Injektion von Ecdysondosen 
auslésen, die noch keine Hautung der Schabe bewirkten. CLEVELAND sieht vor 
allem in dem Befund, daB er bei einigen Flagellaten-Arten bereits innerhalb weniger 
Stunden nach der Injektion Gametogenese auslésen konnte, einen Hinweis dafiir, 
daB das Ecdyson auf die Protozoen direkt wirkt und nicht auf dem Umweg iiber 
den Wirtsorganismus. Eine Stiitze fiir diese Hypothese liegt seiner Meinung nach 
weiter darin, daB sich auch in adulten Schaben, die keine eigene Prothoraxdriise 
mehr haben und die nicht mit Hautung reagierten, durch Ecdysoninjektion Ga- 
metogenese bei den Flagellaten auslésen lieB. 

Nun zeigen unsere Befunde aber, daB gerade die entscheidenden hormon- 
empfindlichen Genreaktionen bereits in Gang sind, wenn CLEVELAND die Reaktion 
der Flagellaten zuerst beobachtete. Gerade diese Genreaktionen werden auBerdem 
auch mit Hormondosen induziert, die noch keine weiteren Haiutungsprozesse aus- 
lésen, und es ist zunachst nicht einzusehen, daB sie nicht auch in adulten Insekten 
ebenso ausgelést werden kénnten, wenn auch gewohnlich nicht werden. Man wird 
die Frage einer direkten oder indirekten Wirkung des Ecdysons auf die Protozoen 
daher vorlaufig offenlassen miissen. Sicherlich lassen sich aber in beiden Fallen 
interessante Hypothesen und Folgerungen aus der Reaktion so verschiedener Tier- 
gruppen auf dasselbe Hormon ableiten. 

Wo greift das Hormon selbst an ? Die meisten der bisher beschriebenen 
Effekte kénnen schon aus rein zeitlichen Griinden erst Folgewirkungen 
sein. WIGGLESWORTH (1957) denkt daran, da das Ecdyson durch Er- 
héhung der Permeabilitét von Zellstrukturen Enzymreaktionen im 
Plasma in Gang brachte. Aber selbst beim Insulin mit seiner viel ein- 
heitlicheren Wirkung, fiir das ein Mechanismus dieser Art zuerst ange- 
nommen worden ist, versucht man jetzt, die Spezifitat der eingeleiteten 
Prozesse durch komplizierende Zusatzannahmen zu erklaren (s. HEcH- 
TER und LEsTER 1960). 
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Es scheint so, als wiirde durch das Ecdyson zunachst in allen Ge- 
weben der gleiche, hormonspezifische ProzeB ausgelést und als kimen 
erst nach ihm die gewebespezifischen Hautungsprozesse der einzelnen 
Zellarten in Gang. An dem hormonspezifischen PrimarprozeB ist nach 
unseren Befunden das Gen I-18-C beteiligt. Man kann nun die Hypo- 
these machen, daB die Primdrwirkung des Ecdysons darin besteht, dap 
es Verdinderungen in der Aktivitdt eines oder weniger spezifischer Genloci 
auslést und daB tiber diese Genreaktionen erst das weitere Geschehen 
in Gang gebracht wird (CLEVER und Kartson 1960). Ein solches Gen 
kénnte bei Chironomus das im Abschnitt 18-C des I. Chromosoms ge- 
legene sein; jedenfalls stiinden unsere bisherigen Befunde damit nicht 
in Widerspruch. Die Hypothese gibt einerseits eine ganz neue Méglich- 
keit, zum Verstaéndnis der Wirkungsweise von Hormonen und anderen 
als Induktoren wirksamen Stoffen im Entwicklungsgeschehen zu 
kommen; andererseits lige dann hier zum erstenmal ein physiologisch 
definierter Stoff vor, der eine Genaktivierung bewirkt, und es béte sich 
damit ein Ansatzpunkt, an das Problem des Mechanismus der Genakti- 
vierung selbst heranzukommen. Ob die Hypothese zutrifft, oder ob 
nicht der Genreaktion doch noch Veraénderungen im Chemismus der 
Zelle vorangehen, die dann ihrerseits diese Aktivierung bewirken, mu 
die weitere Untersuchung lehren. Jede kiinftige Uberlegung wird jeden- 
falls beriicksichtigen miissen, daB als erstes durch das Ecdyson nur 
wenige und sehr spezifiscne Vorgdinge in ganz bestimmter zeitlicher Se- 
quenz ausgelist werden, und daB zu den friihesten Prozessen bereits die 
Aktivierung ganz spezifischer Gene gehért. Diese Spezifitat der Primar- 
prozesse diirfte durch die Annahme so allgemeiner Reaktionen wie 
Veraénderungen der Permeabilitét von Zellstrukturen kaum zu erklaren 
sein. 

Summary 

1. Injection of the prothoracic gland hormone, ecdysone, causes the 
pupal moult in young Chironomus tentans larvae of the final instar. 
The relationship between the induced metamorphosis and the correlated 
changes in gene activities in the salivary gland chromosomes is the 
subject of this paper. 

2. As the first recognizable reaction a new. puff appears 15—30 min 
after the injection in the region I-18-C. Two hours after the injection 
the enlargement of the puff has ceased. The induced puff is on the 
average larger after high hormone doses than after low. If one injects 
more ecdysone into young prepupae the size of the puff already present 
increases. The size of the puff, as a measure of gene activity, is there- 
fore influenced by the hormone concentration in the hemolymph. 
24 hours after injection of 10 Calliphora units (CU) of ecdysone the 
induced puff has again disappeared. After injection of 15 CU it has 
become smaller after 24 hours, but does not completely regress until 
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after 48 hrs. After injection of 45 CU the size of the puff decreases a 
little in the first 24 hours, then remains the same or even begins to 
enlarge again. In this case the typical prepupal condition of the puff 
is attained. — The homologous bands in section I-18-C of both C. ten- 
tans and C. pallidivittatus react identically. 

3. Between 30 and 60 minutes after the injection a gene in section 
IV-2-B begins to increase its activity. In this case maximal puffing is 
reached somewhat more than 2 hrs. after the injection and with all 
doses used in these experiments. 24 hrs. after the injection of 10 CU 
of ecdysone the puff has regressed; when 15 CU are used, regression is 
complete after 48 hrs. The temporal course of the regression in these 
cases corresponds to that of the puff I-18-C. After injection of 45 CU 
ecdysone the puff [V-2-B remains unchanged for 48 hrs., then regresses 
in contrast to puff I-18-C. Puff IV-2-B has never been found to react 
to ecdysone without a simultaneous reaction of gene I-18-C. In the case 
of animals in which both puffs are regressing the size of the 2 puffs is 
correlated. 

4. Between 5 and 20 hrs. after the injection a large number of genes 
the puffing of which is not specific for development, become more 
active and form large puffs. These puff enlargements were obtained 
with ail ecdysone doses used, especially with 45 CU. The maintenance 
of the enhanced activity is specific for the different single puffs of this 
group; it may be maintained longer than ecdysone is present in the 
hemolymphe. Occasionally the activation of certain genes in this 
group may be missing in an individual, even though all other gene 
reactions occur. The failure of certain gene reactions in this group has 
no influence on the progress of development. 

5. 48 and 72 hrs. after the injection 2 genes become active (I-i-A 
and II-14-A) which form puffs specific for the prepupa. These puff 
formations occurred only in animals in which reactions of genes I-18-C 
and IV-2-B have taken place. 

6. Not all puff forming genes react in the moulting process. Bal- 
biani rings show no reaction. 

7. According to their role in metamorphosis the puffing reactions 
studied. in this paper can be divided into three groups: (1) the early 
reactions of genes I-18-C and IV-2-B, (2) the puffing reactions that 
are not specific for development, (3) the late reactions of puffs which 
are specific for metamorphosis. Of these only group 1 can be involved 
in the process of pupation induction itself. The two genes, I-18-C and 
IV-2-B, retain their induced activity only as long as ecdysone is present 
in the hemolymph. Contrary to puff I-18-C, puff IV-2-B can regress 
although ecdysone is still present in the hemolymph. All experiments 
indicate that puff I-18-C is nearer to the primary action of the hormone 
than puff IV-2-B. The hypothesis is discussed that the primary effect 

45* 
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of ecdysone is to activate a small number of specific genes, probably 

only one gene. In C. tentans, this gene may be represented by puff 

I-i8-C. 
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: A. Einleitung 
Im Gegensatz zum Cytoplasma erscheint der interphasische Zellkern 
im Elektronenmikroskop auffallend arm an Strukturen. Das chromoso- 
male Material verteilt sich in Form feinster Nukleoproteidfibrillen tiber 
den ganzen Kernraum (Literatur bei Moszs 1960). Die lichtoptisch als 
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‘,,Chromozentren“, ,,Chromatinbrocken‘‘ usw. definierten Strukturen er- 


weisen sich dabei als Ballungszonen von chromosomalen Fibrillen. We- 
der die einzelne Fibrille noch das Fibrillengefiige als ganzes lassen eine 
Andeutung jener submikroskopischen Ordnungsprinzipien erkennen, die 
nach unseren Kenntnissen des meiotischen Chromosomenformwechsels 
die Morphologie der Chromosomen zweifellos beherrschen. Das gilt auch 
fiir mitotische Chromosomen. Abgesehen von der Kinetochorregion 
(BERNHARD und DE Harven 1960, RuTHMANN 1959) ist elektronen- 
mikroskopisch eine Unterscheidung der lichtoptisch (mehr oder minder 
willkiirlich) als Chromonemata, Chromomeren, Matrix oder Pellicula 
definierten Strukturelemente unméglich. Die Ausnahmen beschranken 
sich auf interessante Einzelbefunde an Protozoen (Pappas und BrRanp 
1960, GRELL und WoHLFARTH-BOTTERMANN 1957), den Aufbau der 
Spermienképfe bei verschiedenen Tieren (z.B. Ris 1958) und schlieB- 
lich auf eine bestimmte Phase des meiotischen Chromosomenformwech- 
sels, die Paarungsstadien des Pachyténs (Mosrs 1960). Im iibrigen 
wird das elektronenmikroskopische Bild des Zellkerns durch die Kern- 
membran und den Nukleolus bestimmt. 

Mit den Untersuchungen an den polytaénen Chromosomen der Dipte- 
ren (BEERMANN und Baur 1954) und an den Lampenbiirsten-Chromo- 
somen der Oocyten von Amphibien und anderen Organismen (z. B. GALL 
1956) ist inzwischen ein weiterer Aspekt der Chromosomen-Morphologie 
in den Vordergrund getreten. Im interphasischen Zellkern kann die 
Chromosomen-Feinstruktur im Zusammenhang mit genphysiologischen 
Aktivitatsperioden lokal oder auch iiber gr6éBere Bereiche hinweg modifi- 
ziert erscheinen. Dabei treten im licht- und besonders elektronenmikro- 
skopischen Bilde der Chromosomen neuartige, spezifische Strukturele- 
mente in Erscheinung, etwa in Form von Granula oder auch als fibril- 
lires Material. Als besonders reich an solchen Strukturen haben sich 
die Lampenbiirsten-Chromosomen erwiesen, die fiir die Wachstumspha- 
sen der weiblichen Gametogenese charakteristisch sind. Die Méglichkeit, 
da8 auch die mannliche Gametogenese in den Wachstumsphasen durch 
eine ahnliche intranukleare Aktivitét gekennzeichnet sein kann, ist dem- 
gegeniiber bisher nicht beachtet worden. In elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen an den Spermatocyten von Drosophila melanogaster, die 
urspriinglich ein anderes Ziel hatten, sind aber in den Kernen gerade 
dieser Zellen, im Gegensatz zu Oocyten- oder Nahrzellkernen der gleichen 
Spezies, ungewohnlich viele chromosomale Strukturen zum Vorschein ge- 
kommen, die sicher funktioneilen Charakter besitzen. Eine vorlaufige Mit- 
teilung iiber die morphologischen Befunde ist bereits erschienen (MEYER 
1961). In der folgenden Arbeit sollen diese Befunde ausfiihrlich darge- 
stellt und durch Untersuchungen iiber den gen-physiologischen Hinter- 
grund der morphologischen Phénomene erganzt werden. 
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B. Material und Methode 
1. Genetische Grundlagen 


Es wurden Mannchen von Drosophila melanogaster aus dem Wild- 
stamm ,,Sevelen‘‘ (Ziirich) untersucht. X/O-Mannchen wurden durch 
Auskreuzen normaler Mannchen mit ,,X-Attached‘‘-Weibchen der Kon- 
stitution y? su-w% w* bb/O hergestellt. Vor diesen Kreuzungen war 


sichergestellt: worden, daB die Weibchen des ,,X-Attached‘‘-Stammes 
keine Y-Chromosomen enthielten. AuBerdem wurden in allen X/O- 
Kreuzungen in der F,-Generation in Stichproben Mannchen auf Sterilitat 
und Weibchen auf Jungfraulichkeit gepriift. 

X/Y"°-Mannchen wurden erhalten, indem Mannchen der Konstitution 
X.Y5/Y mit Weibchen unseres Wildstammes gekreuzt wurden. Die 
aus dieser Kreuzung hervorgehenden Séhne besitzen alle anstelle eines 
normalen Y-Chromosoms das Y™. 

YLc ist ein zu einem Ring geschlossenes Fragment des Y-Chromosoms. Seine 
Entstehung wurde von MULLER (1948, 1949) beschrieben. Y!¢ besitzt alle Fertili- 
tatsfaktoren des langen Armes, dagegen fehlen ihm entweder beide oder zumindest 
einer der beiden bisher auf dem kurzen Arm des Y-Chromosoms gefundenen Fer- 
tilitaétsfaktoren. Das Fragment verhalt sich auBerdem so, als fehle ihm der Locus 
des Gens ,,bobbed‘‘, oder aber als besiBe es nur ein sehr extremes Allel dieses Gens 
(entsprechend etwa dem Allel bb!). ,,bb‘‘ ist das einzige bisher bekannt gewordene 
Gen, das im Y-Chromosom ein Allel zu einem Locus auf dem X-Chromosom hat. 
Nach Cooper (1959) liegt sein Locus auf dem Y-Chromosom sehr wahrscheinlich 
im proximalen Abschnitt des kurzen Armes. Es ist also zu vermuten, daB dem 
Fragment Y!¢ der kurze Arm des Y-Chromosoms fehlt. Die mitotische Lange von 
YL entspricht ungefahr der eines X-Chromosoms. Minnchen, die auBer dem Y1¢ 
noch einen kurzen Arm des Y-Chromosoms besitzen, sind voll fertil. Kreuzt man 
die X . YS/Y"¢-Mannchen mit ,,X-Attached“-Weibchen (y? su-w% w% 6b/O), dann 
erhalt man ausschlieBlich Séhne der Konstitution X . Y5/O. 

In einer weiteren Kreuzung wurden y? su-w* w* bb-Weibchen mit 
y w.Y"/Y*.Y°-Mannchen gekreuzt. Die daraus hervorgehenden 
y w. Y"/O-Séhne wurden ebenfalls cytologisch untersucht und mit X/Y™- 
Mannchen verglichen. In der F,-Generation dieser Kreuzung besitzen 
die Weibchen die genetische Konstitution y* su-w* w* bb/Y>.Y°. Sie 
wurden mit Mannchen des Wildstammes gekreuzt. Die aus dieser zweiten 
Kreuzung hervorgehenden Mannchen haben die Konstitution X/Y*.Y°. 


Die Entstehung der zusammengesetzten Translokations-Chromosomen X . YL 
und X. Y% durch ,,Detachment‘‘ von ,,X-Attached“-Chromosomen infolge Cross- 
ing-over mit einem normalen Y-Chromosom wurde von KAuFMANN (1933) beschrie- 
ben. Das Chromosom YS . YS wurde von STERN (1929) gefunden und damals mit 
Y” bezeichnet. Es ist V-férmig, jeder seiner beiden Arme hat ungefahr die Lange 
eines kurzen Armes des Y-Chromosoms. STERN glaubte, daB es sich um ein Frag- 
ment aus dem vollstindigen kurzen und aus einem proximalen Abschnitt des 
langen Y-Armes handele. Nevuavs (1936) hielt es dagegen fiir wahrscheinlicher, 
daB das Y” aus zwei gleichen kurzen Y-Armen besteht. Dieser Widerspruch ist 
auch heute noch nicht gek art. Fiir unsere Problemstellung ist diese Frage 
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aber nicht entscheidend. Mit Sicherheit kann jedoch gesagt werden, daB dem 
Y” mindestens ein Teil des Fertilitatsfaktoren-Komplexes des langen Y-Armes 
fehlt, wihrend der Komplex des kurzen Armes vollstindig vorhanden ist, denn 
X/Y”/YL-33 sind fertil. 

Bei den bis jetzt beschriebenen Mannchen sollte untersucht werden, 
ob das Y-Chromosom oder bestimmte Abschnitte davon einen Einflu8 
auf die Bildung bestimmter Funktionsstrukturen im Zellkern wahrend 
der Meiose haben. In einer weiteren Reihe von Experimenten sollte 
anschlieBend noch geklart werden, ob vielleicht auch Mutationen von 
Genen des X-Chromosoms einen EinfluB ausiiben kénnen. Hierzu 
wurden noch FM4, y*!% sc’ dm B/O-Mannchen untersucht, die aus 
FM 4/Y-Mannchen in gleicher Weise hergestellt wurden wie die X/O- 
Mannchen aus dem Wildstamm. 


In unseren Versuchen stellte sich heraus, daB im Gegensatz zu den FM 4/Y- 
Mannchen die /M 4/O-Mannchen in ihrer Vitalitaét stark herabgesetzt sind. Nach 
dem Kreuzungsschema sind in der F,-Generation gleichviel FM 4/O0-Mannchen wie 
Weibchen zu erwarten. Tatsachlich gingen aber aus fiinf ausgezihlten Kreuzungen 
neben 1890 Weibchen nur 205 Minnchen hervor. Es soll noch ergiinzend erwahnt 
werden, daf homozygote FM 4/FM 4-Weibchen voll vital sind. Eine Erklarung 
dieser Befunde ist vielleicht auf Grund der nachfolgenden Uberlegungen méglich. 
Das FM 4-Chromosom enthalt die scute-8-Inversion. Der erste Bruch dieser Inver- 
sion liegt im Euchromatin zwischen den Loci von ,,achaete“‘ (ac) und ,,scute“ (sc), 
der zweite liegt im Bereich des kinetochor-nahen Heterochromatins. Danach 
ist ein Positions-Effekt vom Variegated-Typ zu erwarten. Fiir einen Positions- 
effekt dieser Art ist charakteristisch, daf8 sein Auspragungsgrad stark variiert. 
Als Modifikator ist die Menge des im Genom vorhandenen Heterochromatins 
besonders wirksam, und zwar wird ein solcher Positionseffekt durch ein iiber- 
zahliges Y-Chromosom hiaufig véllig unterdriickt, beim Fehlen eines Y-Chromo- 
soms (in X/O-Miannchen) dagegen besonders extrem ausgepragt (Literatur bei 
Lewis 1950). Im Falle der FM 4-Mannchen kénnte man demnach an einen letalen 
Positionseffekt infolge der sc’-Inversion denken, der wie ein Variegated-Effekt 
variiert, bei normaler Heterochromatinmenge im Genom, d.h. in FM 4/Y-Mannchen 
und homozygoten F/M 4/FM 4-Weibchen aber nicht in Erscheinung tritt, dagegen 
bei einer geringeren als normalen Heterochromatinmenge, wie z. B. in den FM 4/O- 
Mannchen, erkennbar wird. Gleiches Verhalten wurde von uns inzwischen bei 
mehreren daraufhin untersuchten sc-Mutationen gefunden. Diese Befunde sollen 
in einer weiteren Arbeit noch ausfiihrlich bekannt gegeben werden. 


2. Cytologische und cytochemische Methoden 


Hoden von Drosophila melanogaster wurden in Insekten-Ringer-Lésung 
nach PRINGLE herauspripariert, in 1 %iger, gepufferter OsO,-Lésung nach Ssést- 
RAND fixiert und nach Auswaschen in Tyrode-Lésung iiber die Methanolreihe 
in Methacrylat eingebettet. Diinnschnitte fiir die elektronenmikroskopische und 
lichtmikroskopische Untersuchung wurden mit einem Porter-Blum-Ultramikrotom 
und einem LKB.-,,Ultrotome“ angefertigt. Zur Nachkontrastierung fanden eine 
0,1%ige Uranylacetatlésung (30 min) oder eine gesattigte Lésung von Bleiacetat 
(5 min) Verwendung. Alle Schnitte wurden vor dem Einbringen in das Elektronen- 
mikroskop diinn mit Kohle bedampft. Vor der Farbung fiir lichtmikroskopische 
Untersuchungen wurden die Methacrylatschnitte in Wasserstoffperoxyd (3%, 1 Std) 
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gebleicht. Gefirbt wurde mit Tcluidinblau, Azur B und nach FruiGen. AuBer- 
dem wurden ungefarbte 0,2—2y dicke Schnitte in das ,,EinschluBmittel Zeiss 
W 15“ eingedeckt und ohne vorherige Bleichung im Phasenkontrastmikroskop 
betrachtet (Technik bei RurHmMann 1961). Besonders klare Bilder erhalt man, 
wenn man lebendes Gewebe unmittelbar nach der Praparation in Ringer-Lésung 


untersucht. 
Die Fermentreaktionen am Diinnschnitt erfolgten an formalinfixiertem Ma- 


terial (Formalin nach HerzBere 1953). Auch hier wurde vor der Einbettung in 
Methacrylat mit Methanol entwassert. Die Strukturerhaltung ist fast so gut wie. 
nach OsO,-Fixierung. Als Fermente wurden verwendet: Pepsin (0,5% in'/,, n-HC\), 
Trypsin (0,3% in 0,01 mol. Natriumbicarbonat, py 8,0) und Ribonuklease (0,1% 
in Aqua dest.). Alle Reaktionen erfolgten bei +37° im Thermostaten. Die Ein- 
wirkungszeit betrug bei Pepsin 30 min bis 2 Std, bei Trypsin 2 Std und bei RNase 
30 min bis 2 Std. Als Kontrolle diente das jeweilige Lésungsmittel bei ent- 
sprechender Temperatur. Nach Auswaschen mit Aqua dest. wurden die Schnitte 
wiederum mit Uranylacetat kontrastiert und diinn mit Kohle bedampft. Die 
elektronenmikroskop‘schen Aufnahmen wurden mit einem Siemens Elmiskop I 


und einem Hitachi HS 6 angefertigt?. 
C. Ergebnisse 
I. Aligemeine elektronenmikroskopische Kennzeichen 
der Spermatocytenkerne von Drosophila melanogaster 
Wahrend die Spermatogonienkerne (Abb. 1) das tibliche elektronen- 
mikroskopische Bild eines Interphasekernes mit chromozentrenahnlichen 
Verdichtungen fibrilliren Materials bieten und eine einfache Kernmem- 
bran besitzen, sind die Spermatocytenkerne durch das Auftreten einer 
zweifachen Kernmembran (MEYER 1961) sowie durch die Bildung eines 
spezifisch gebauten Nukleolus ausgezeichnet. AuSerdem finden sich in 
Spermatocytenkernen Funktionsstrukturen, die in Spermatogonien- 


kernen noch nicht vorhanden sind. 


1. Chromosomen 

Da bei Drosophila melanogaster-3 3 der Fall einer achiasmatischen 
Meiose mit vereinfachter Prophase vorliegt, ist der meiotische Chromo- 
somenformwechsel bei diesem Objekt bis zur spiten Diakinese auch heute 
noch umstritten (vgl. Cooper 1950). Elektronenmikroskopisch sind die 
Verhaltnisse bis zur spaéten Diakinese erst recht uniibersichtlich. Die 
Chromosomen erscheinen als Anhaufungen fibrilliren Materials, das 
ohne erkennbare Organisation iiber groBe Teile des Kernes verteilt ist 
(Abb. 2ff). Das fibrillare Material ist in jungen Spermatocyten stark 
aufgelockert, in alteren dagegen mehr kondensiert. Der Durchmesser 
der Fibrillen schwankt zwischen 50 und 100 AE. Die chromosomalen 
Fibrillen sind nicht erkennbar geordnet. Erst in alteren Spermatocyten 
und selbstverstandlich in der Diakinese und Metaphase I wird die Ab- 
1 Fiir die Bereitstellung eines Teiles des Untersuchungsmaterials sind wir 
Fraulein 8. Semet und fiir sorgfiltige technische Assistenz Fraulein G. TurEs zu 
Dank verpflichtet. 
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grenzung des chromosomalen Fibrillenmaterials gegen interchromosomale 
Bestandteile deutlich (Abb. 4). Im allgemeinen ist jedoch das chromo- 
somale Material so locker organisiert, daB Chromosomenindividuen nicht 
erkennbar sind (vgl. ,,Ch‘‘ in Abb. 2). 





whee Tae. 





phasekernes. K Kern, N Nukleolus, Chz chromozentrenihnliche Verdichtungen, 
Cy Cytoplasma, KM normale (einfache) Kernmembran 


2. Der Nukleolus und Material nukleolarer Herkunft 
In den Spermatogonienkernen erscheint der Nukleolus nicht als ein- 
heitlicher. Kérper. Das stark osmiophile, aus zahlreichen submikrosko- 
pischen Granula aufgebaute nukleolare Material bildet zwar im Zentrum 
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Abb. 2. Kern einer Spermatocyte I, 13300 x. N Nukleolus, 7’ Tubuli, R retikulares 
Material, NM Kugeln nukleoliiren Materials, Ch chromosomale Fibrillen, BR Balbiani- 
Ring-ahnliche Struktur, Cy Cytoplasma 
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des Nukleolenbereiches eine gréBere zusammenhangende Masse, gliedert 
sich aber in der peripheren Zone in Form gréBerer oder kleinerer Brocken 
ab, so daB elektronenoptisch das Bild eines lockeren Aggregates ent- 
steht (vgl. Abb. 1). Beim Ubergang in die Spermatocyte andert sich 
das Aussehen des Nukleolus. Er weist in der meiotischen Prophase 
zunachst eine einheitliche spongiése Struktur auf (Abb. 2). Auch hier 
besteht das Nukleolenmaterial aus stark osmiophilen Granula von 50 
bis 100 AE Durchmesser. An der Peripherie des Nukleolus scheint sich 
etwas groberes nukleolires Material (Aufbau aus gréBeren Granula) ab- 
zusondern. Das gleiche gilt fiir die in ersten Spermatocyten regel- 
maBig durch den ganzen Kernraum verteilten Brocken nukleolaren 
Materials (Durchmesser 0,3 4, vgl. auch Abb. 2). Die Zahl dieser Bréck- 
chen nimmt im Verlaufe des Spermatocytenwachstums zu. Sie ent- 
stehen wahrscheinlich durch Abgliederung vom Hauptnukleolus (vgl. 
HvETTNER 1930). Etwa mit Einsetzen der Diakinese beginnt der Nu- 
kleolus zu zerfallen. In der Metaphase I sind Reste des Nukleolus nicht 
mehr nachzuweisen. 


II. Spezifische Funktionsstrukturen der Spermatocytenkerne 
von normalen X/Y-Mdnnchen 
1. Die ,, Tubuli‘ 

In der Umgebung der chromosomalen Fibrillen entstehen mit Ein- 
setzen der meiotischen Prophase, d.h. beim Ubergang von der Sper- 
matogonie zur Spermatocyte I, neue Strukturelemente, deren starke 
Osmiophilie mit der des Nukleolus vergleichbar ist (Abb. 2). Schon bei 
schwacher elektronenoptischer VergréBerung ist zu erkennen, daB es 
sich zum gr6Bten Teil um ein einheitliches Material handelt, das aus 
tubularen Elementen besteht. Der Durchmesser dieser ,,Tubuli‘ 
schwankt in alteren. Wachstumsstadien zwischen 300—400 AE, betragt 
dagegen in jungen Spermatocyten nur wenig mehr als 200 AE. Bei 
hoher Auflésung erkennt man gerade eben noch eine Gliederung, durch 
welche die Tubuli in ziemlich regelmaBige Abschnitte aufgeteilt werden. 
Die Septen sind etwa 40 AE dick und liegen in Abstaénden von 80 bis 
100 AE. Der Durchmesser der AuBenwand eines solchen Rohrchens 
betragt im Mittel 80 AE. Besonders bei median liegenden Langsschnitten 
ist die Kammerung deutlich zu erkennen. Da die Tubuli meistens stark 
geknauelt sind, kann fiir ihre Linge nur ein Mindestwert angegeben 
werden. In den Schnitten werden in giinstigen Fallen tubulare Elemente 
bis zu 0,34 Lange erfaBt. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dab 
die Tubuli in Wirklichkeit eine Lange von mehreren Mikron erreichen. 

Die Genese der Tubuli im friihen Spermatocyten-Kern ist noch nicht 
aufgeklart. Die Anfangsstadien sind selten, woraus jedenfalls folgt, daB 
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Abb. 3a u. b (Legende S. 685) 
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die Bildung der Tubuli rasch abgeschlossen ist. Méglicherweise gehen 
die Tubuli durch Aggregation aus schon vorher gebildeten Untereinheiten 
hervor, denn man findet in den jiingsten Spermatocyten, deren Kerne 
noch keine durchgehend zweifache Membran besitzen, zahlreiche 
,hohle Granula von etwa 200 AE Durchmesser (Abb. 6), und zwar 
stets im Zusammenhang mit den Chromosomen. Die Schnittbilder sehr 
junger Spermatocyten-Kerne legen ferner die Méglichkeit nahe, daB die 
Entstehung von Tubuli an mehreren Stellen gleichzeitig beginnt. Dieser 
Deutung wiedersprechen jedoch die lichtoptischen Bilder von ganzen 
Spermatocyten-Kernen (s.u.), die das tubulare Material stets als 
zusammenhangendes Netz darstellen. Die Frage konnte durch elektronen- 
optische Schnittserien geklart werden. 


Da Tubuli bei jungen Spermatocyten regelmaBig auch in unmittel- 
barer Umgebung des Nukleolus gebildet werden (Abb. 3a), erscheint 
eine Beteiligung des Heterochromatins der Geschlechtschromosomen 
an ihrer Bildung nicht ausgeschlossen (vgl. Diskussion). In allen Fallen 
bestehen aber auch enge topographische Beziehungen zu den chromo- 
somalen Fibrillen, in denen man wohl die euchromatischen Anteile der 
Autosomen-Bivalente und des X-Chromosoms zu sehen hat. Von diesen 
isoliert im Kern liegende Tubuli wurden niemals beobachtet. 


Die Tubuli sind anfanglich noch ziemlich locker in kleinen Gruppen 
vereinigt. Mit der raschen Zunahme des tubularen Materials wird aber 
sehr bald auch die Lagerung der Einzelelemente dichter (Abb. 3b). 
Diese Tendenz zu engerer Lagerung und Knauelung wird beibehalten, 
auch nachdem die Bildung des tubularen Materials abgeschlossen ist. 
Im elektronenoptischen Schnittbild alterer Spermatocyten-Kerne be- 
merkt man ferner eine charakteristische Schichtung des tubularen 
Materials, dergestalt da Schichten von Tubuli mit Schichten von 
chromosomalen Fibrillen abwechseln (Abb. 2). Dies 1a8t sich als schrau- 
bige Windung des tubuliren Materials verstehen. Dabei ist der Kontakt 
zwischen den Tubuli und den chromosomalen. Fibrillen offensichtlich 
sehr eng. Ob jedoch die chromosomalen Fibrillen auch in den Raum 
zwischen den Tubuli eindringen, lieB sich bislang nicht entscheiden 


(vgl. Abb. 3b). 


Vor ihrer Auflésung in der Diakineze (vgl. Abschnitt 5) verklumpen 
die Tubuli. Zunichst bleibt dabei die tubulare Struktur noch erhalten, 
spater entstehen zwischen den verklumpten Tubuli homogene Kugeln 
von hoher Dichte. Gegen Ende des Prozesses sind fast nur noch diese 


Abb. 3a u. b. Tubuli in Kernen von jungen (a) und alten (b) ersten Spermatocyten, 
45600 x. In (a) sind die Tubuli noch sehr locker organisiert (7'), Andeutungen einer Kam- 
merung sind erkennbar (Pfeile), N Nukleolus. In alteren Spermatocyten sind sie viel enger 
geknauelt (b), 7 Tubuli, Ch chromosomale Fibrillen 





686 G. F. Meyer, O. Hess und W. BrERMANN: 





Abb. 4a—d. Verschicdene Verklumpungs- und Auflésungsstadien der Tubuli vor der 
Diakinese, die chronologische Reihenfolge der vier Stadien ist nicht gesichert, 10000 x. 
T Tubuli, Ch chromosomale Fibrillen, N Nukleolus, KM zweifache Kernmembran 
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Kugeln im Kern erkennbar (vgl. Abb. 4). Sie zerfallen und ihre Bruch- 
stiicke lésen sich vermutlich auf. Die auch im Lichtmikroskop (Abb. 9) 
erkennbaren stark lichtbrechenden und basophilen Kérperchen im Um- 
kreis der Spindelpole erweisen sich im Elektronenmikroskop (Abb. 5) als 
Lamellenkérperchen, wie sie auch im Cytoplasma jiingerer Spermato- 
eyten wahrend der Wachstumsphase vorkommen. Es kann sich demnach 
nicht um umgebildetes, tubulares Material handeln. Alle Beobachtungen 
sprechen dafiir, da8 das tubulare Material im Kern bis zu dessen Teilung 
verbleibt und nicht in Form unversehrter Tubuli ins Cytoplasma aus- 
geschleust wird. Von der Diakinese an sind elektronenmikroskopisch 
nur noch einige lockere Ansammlungen von Granula im Kernraum zu 
erkennen (Abb. 5); dieses Material liegt aber nicht in unmittelbarer 
Umgebung der Chromosomen. Uber die Feinstruktur der Spindel hat 
bereits Iro (1960) berichtet. 


2. Das ,,retikulare“ Material 


Ein weiterer, ebenfalls aus zylindrischen Elementen aufgebauter 
Bestandteil der wachsenden Spermatocyte I soli als retikulare Kompo- 
nente bezeichnet werden (Abb. 2). Schon bei schwacher Vergr6éBerung 
kann dieses Material ohne Schwierigkeiten von den oben beschriebenen 
eigentlichen Tubuli unterschieden werden. Es ist lockerer organisiert 
als die Tubuli. Seine einzelnen Elemente sind nicht geknauelt, aber un- 
regelmaBig verzweigt und retikular angeordnet (Abb. 2, 6). Es handelt 
sich dabei wahrscheinlich um ein echtes Retikulum und nicht um optisch 
tiberlagerte unverzweigte Elemente (Abb. 6). 

In jungen Spermatocyten, wenn beide Komponenten in Bildung be- 
griffen sind, ist die Unterscheidung der ,,retikularen‘‘ und der ,,tubula- 
ren‘‘ Elemente manchmal erschwert (vgl. Abb. 6). In den friihen Stadien 
sind namlich die Tubuli noch wenig geknauelt und erscheinen fast ebenso 
schlank wie die retikuléren Elemente. In alteren Kernen dagegen nimmt 
der Durchmesser der retikuliren Elemente im Vergleich zu dem der 
Tubuli nicht weiter zu und behalt im Mittel den Wert von 200 AE bei 
(es kommen auch diinnere Stringe vor, bis herunter zu 100 AE). Da 
retikulares Material gelegentlich dem tubularen dicht anliegt (Abb. 6), 
kénnte man denken, daB die retikularen Elemente unter Umstanden eine 
Vorstufe der Tubuli darstellen. Zwischenformen, die auch in 4lteren 
Spermatocyten noch auftreten miBten, weil ja in allen Stadien beide 
Komponenten nebeneinander vorkommen, wurden aber nicht beob- 
achtet. Fiir die Unabhangigkeit beider Bildungen spricht ferner die 
Tatsache, daB sich beide Strukturen nie wechselseitig durchdringen, 
daB also keine Mischformen vorkommen und die topographischen Be- 
ziehungen zwischen dieser Komponente und den Chromosomen nicht 


Chromosoma (Berl.), Bd. 12 46 
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so eng und jedenfalls andere sind als im Falle der Tubuli. Das reti- 
kulare Material ist weniger weitlaiufig tiber die Chromosomen und den 





Abb. 5. Prometaphasischer Kern mit Chromosomen, das tubulire Material hat sich auf- 
gelést, 20900 x. Ausschnittbild: Spindelpol mit Lamellenkérperchen, 6600 x. 
Ch Chromosomen, KM multiple Kernmembran, K Kernraum 


Kernrauin verteilt. Oft scheint es tiberhaupt nur eine einzige geschlos- 
sene Ansammlung zu bilden, z.B. in einer Bucht der Kernmembran 
(vgl. Abb. 7). Auch wurde nie eine regelmaBige Schichtung zwischen 
den chromosomalen Fibrillen beobachtet, wie sie die Tubuli oft zeigen 
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(Abb. 2 und 3b). Da in jungen Spermatocyten die Tubuli schon vor 
dem retikuléren Material entstehen, ist allein deswegen eine Umbildung 
von retikularem in tubuléres Material unwahrscheinlich. 





Abb. 6. Tubulires und retikulires Material, 37000 x. Tubuli und Retikula entstehen an 

den chromosomalen Fibrillen (Ch). 7 Tubuli, Rk retikulires Material, bei R’ sind Verzwei- 

gungen zu erkennen, bei 7” erscheinen die Tubuli deutlich aus einer Reihe von Grana 
zusammengesctzt 


3. Andere Funktionsstrukturen 


Gleichzeitig mit den tubulairen und retikuliren Komponenten ent- 
stehen groBe, stark osmiophile Granula mit einem Durchmesser von 


46* 
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etwa 400—700 AE, die aber nur einzelne kleine Gruppen bilden, manch- 
mal, besonders in Alteren Kernen, in der Nahe der Kernmembran 
(Abb. 7), manchmal aber auch mitten im Kern. Diese Granula scheinen 
sich von ihren Bildungsorten in der Nahe chromosomaler Fibrillen auch 
abzulésen und dann in periphere Kernteile zu gelangen. Ihre Zahl nimmt 
im Verlaufe des Spermatocytenwachstumes wahrscheinlich nicht zu. 





retikulirem Material, 46000 x. Gr GroBe Granula, RF retikulares Material 


Chromosomenmaterial mit einer Feinstruktur, die derjenigen gleicht, 
wie sie von BEERMANN und Baur (1954) fiir Balbiani-Ringe beschrieben 
wurde, tritt auch in ersten Spermatocyten von Drosophila melanogaster 
auf (Abb. 2). Dieses’ Material scheint einem bestimmten Bereich der 
chromosomalen Fibrillen geschlossen anzuliegen und besteht aus fibril- 
laren und granulaéren Elementen. Diese Strukturen wurden noch nicht 
naher untersucht. 

4, Cytochemie 

Da die Tubuli als einzige Kernkomponente auBer den Chromosomen 
und dem Nukleolus auch im Lichtmikroskop sichtbar sind und quan- 
titativ nach den Chromosomen am starksten auffallen, konzentrierten 


Funktionsstrukturen in Spermatocytenkernen von Drosophila 691 


sich auf sie die angestellten cytochemischen Untersuchungen. Die Be- 
antwortung der Frage nach der chemischen Natur der Tubuli ist fiir das 
Verstandnis ihrer Bedeutung im Kernstoffwechsel entscheidend. Es 
wurden Reaktionen auf Proteine und Nukleinsaéuren an normalen Mikro- 
tomschnitten (2—3 4) und an Diinnschnitten (800—1000 AE) durch- 
gefiihrt. Die Feulgen-Reaktion ergab an Paraffin- und Methacrylat- 
schnitten eine nur sehr schwache, diffuse Anfarbung verschiedener Kern- 
orte. Diese sind sicher mit den elektronenmikroskopisch sichtbaren 
fibrillaren Kernkomponenten, also den Chromosomen, gleichzusetzen. 
In sehr jungen Spermatocyten kann auch die Randzone des Nukleolus 
noch schwach gefarbt erscheinen. Vermutlich handelt es sich hier um 
das Heterochromatin des Chromozentrums bzw. der Geschlechtschromo- 
somen. Die Tubuli waren in keinem Falle Feulgen-positiv. Dieser Be- 
fund spricht aber nicht gegen einen mdglichen Gehalt an DNS, da deren 
Konzentration in den Tubuli ahnlich gering oder noch geringer sein 
kann wie in den Chromosomen selbst. Ob die Tubuli DNS enthalten, 
mu8 also zunachst offen bleiben. Im itibrigen Hoden erweisen sich nur 
die Kerne der Hiillzellen, die Chromozentren der Spermatogonien und 
natiirlich die Spermienképfe als deutlich Feulgen-positiv. 

Etwas kraftiger fallen die Farbungen mit Toluidinblau und Azur B 
aus. Wenigstens in alteren Spermatocytenkernen konnten einige Struk- 
turen als schwach basophil erkannt werden, die nach Lage und Struktur 
wohl mit dem tubularen Material identisch sind. Damit wird wahr- 
scheinlich, da8 Ribonukleinséure am Aufbau der Tubuli beteiligt ist. 
Versuche, dieses Ergebnis durch Untersuchungen an Ultradiinnschnitten 
mit Hilfe des Elektronenmikroskopes zu stiitzen, schlugen fehl. Diinn- 
schnitte von formalinfixiertem Material wurden mit und ohne Vorbe- 
handlung mit Ribonuklease in Uranylacetat kontrastiert. Es ergab sich 
jedoch kein Unterschied. RNase hat also auf die Struktur und den 
Kontrast der Tubuli keinen merklichen EinfluB (Abb. 8c). Dieses nega- 
tive Ergebnis steht aber nicht unbedingt in Widerspruch zu der im Licht- 
mikroskop beobachteten schwachen Basophilie. Auch LEpuc und BERN- 
HARD (1960) haben nach RNase-Behandlung des Ergastoplasmas die 
Ribosomen morphologisch unverandert gefunden. Entweder ist die RNS 
durch Proteine so gut gegen die Fermenteinwirkung geschiitzt, daB keine 
Reaktion stattfinden kann, oder das Proteingrundgeriist behalt seine 
Struktur auch nach Herauslésung der RNS bei. Der Versuch, die Lokali- 
sation der RNS direkt elektronenmikroskopisch an mit RNase vorbe- 
handelten und an unbehandelten Schnitten durch eine modifizierte 
Toluidinblau-Molybdatreaktion nachzuweisen, fiihrte ebenfalls zu kei- 
nem eindeutigen Ergebnis. In diesen Experimenten war namlich oft 
gerade auch ohne RNase-Behandlung in den Tubuli keine Basophilie 
zu erkennen (kein Molybdatniederschlag). Nach diesen Experimenten 
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kann also zunachst auch die Méglichkeit nicht ausgeschlossen werden, 
da8 die Tubuli iiberhaupt keine Nukleinsdure enthalten. 

Zur Charakterisierung der Proteine wurden Fermentreaktionen mit 
Pepsin und Trypsin durchgefiihrt. Eine zweistiindige Einwirkung von 
‘Pepsin-HCl auf Schnitte von formalinfixiertem Material lieB die Struk- 
tur im wesentlichen unverandert. Nach einer 30 min dauernden Einwir- 





Abb. 8a—c. Fermentreaktionen an den Tubuli im Diinnschnitt. a Tubuli nach RNase- 
Behandlung, 36100 x. b Nach Trypsinbehandlung, 28500 x. c Nach Pepsinbehandlung, 
4 28500 x (vgl. Text); 7 Tubuli 


kung ist das elektronenmikroskopische Bild nicht grundsatzlich anders 
(Abb. 8a). Die tatsaichlich beobachteten Veranderungen an der Fein- 
struktur treten auch bei gleich langer Behandlung mit einem pepsin- 
freien Kontrollmedium (}/,) n-HCl), und bis zu einem gewissen Grade 
auch schon mit warmem, destilliertem Wasser allein auf. 

Im Gegensatz zu Pepsin erhalt man nach 2stiindiger Behandlung 
mit Trypsin (0,3% bei 37°C) drastische Veranderungen des tubularen 
Materials (Abb. 8b). Hier lésen sich die Tubuli bis auf ein lockeres 
fibrillares Geriistwerk auf. Ob der nach Trypsinbehandlung verbleibende 
fibrillare Restkérper vielleicht aus RNS besteht, lieB sich noch nicht 
entscheiden. Die Nachbehandlung von trypsinverdauten Schnitten mit 
RNase fiihrt allgemein zu starken Schadigungen der Feinstruktur, die 
aber wohl gr6Btenteils unspezifischer Natur sind. Der Unterschied der 
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Pepsin- und Trypsineffekte laBt tiber die am Aufbau der Tubuli beteilig- 
ten Proteine den folgenden Schlu8 zu: Das Protein der Tubuli ist reich 
an Lysin und Arginin; es handelt sich also um ein basisches Protein, 
vielleicht von Histoncharakter. Dies wiirde indirekt fiir eine Ver- 
kniipfung mit Nukleinsaéuren sprechen, da basische Proteine im Zellkern 
in der Regel an Nukleinséuren gebunden sind. 


5. Zusammenfassende Darstellung nach Lebendpraparaten 


Die elektronenmikroskopische Charakterisierung der verschiedenen 
Kernkomponenten 1la8t nunmehr eine exaktere Darstellung des Ablaufes 
der lichtmikroskopisch beobachtbaren Veranderungen in der meiotischen 
Prophase des Spermatocytenkernes méglich erscheinen. Die Ergebnisse 
sind in Abb. 9 zusammengestellt. Das tubulaére Material erscheint in 
den Phasenkontrastbildern lebender Zellen (Abb. 9b—e) als dunkles, 
d.h. starker lichtbrechendes Material, das den nur ,,hellgrauen“ (d.h. 
schwacher lichtbrechenden) Chromosomen, soweit diese tiberhaupt er- 
kennbar sind, aufgelagert ist. In Spermatogonien (Abb. 9a) sind noch 
keine Tubuli vorhanden; die dichteren Stellen im Kern stellen nach den 
elektronenmikroskopischen Befunden und nach der Feulgen-Reaktion 
Teile der Chromozentren dar. Junge Spermatocyten I mit den ersten 
Tubuli sind in Abb. 9b zu sehen. Die Tubuli liegen anscheinend den 
Chromosomen an. Diese sind hier allerdings sehr locker organisiert; sie 
erscheinen in einem hellen Grau und lassen keine weiteren Einzelheiten 
erkennen. In Abb. 9b, oben, ist dunkles Material rechts vom Nukleolus 
zu sehen, das sich im Elektronenmikroskop mit Bestimmtheit als tubu- 
lires Material erwiesen hat. Auch in anderen Fallen konnte dieser Nach- 
weis durch die parallele Untersuchung aufeinanderfolgender Schnitte im 
Licht- und Elektronenmikroskop gefiihrt werden. Das dunkle Material 
nimmt an Masse unter gleichzeitiger VergréBerung des Kernvolumens 
rasch zu (Abb. 9c) und bildet in engem Kontakt mit dem helleren chro- 
mosomalen Material lange, vernetzte Strange. Gleichzeitig spielen sich 
die schon geschilderten Veranderungen am Nukleolus (vgl. S. 683) ab, 
der im Lichtmikroskop jetzt spongidéser und gréBer erscheint. In den 
folgenden Stadien (Abb. 9d, e) nimmt das Kernvolumen weiter zu und 
das tubulare Material dehnt sich noch weiter aus. Das Maximum dieser 
Entwicklung ist etwa durch Abb. 9e dargestellt. AnschlieBend beginnt 
die Vorbereitung des Kerns auf die Teilung (Diakinese), in deren Verlauf 
der Nukleolus sich auflést (Abb. 9f) und die Tubuli unter starker Ver- 
klumpung und Zerbréckelung (Abb. 9g) sich von den Chromosomen 
lésen [ein Stadium, das auch elektronenmikroskopisch untersucht wurde 
(s. oben)]. In der Metaphase (Abb. 9h) erscheint der ehemalige Kern- 
raum, der nun von der Spindel erfiillt wird, fast leer. In der Umgebung 
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Zellen in X/Y-Hoden, 1225 x. Erlauterung im Text S. 693. N Nukleolus, Ch Chromosomen, 
T Tubuli, NK Nebenkern, 4 Akrosom 
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der Chromosomen ist jetzt kein dunkleres Material mehr zu erkennen. 
Allerdings finden sich manchmal noch einzelne Klumpen davon im wei- 
teren Raum der Spindel. Das in Abb. 9g noch erkennbare,. verklumpte 
tubulére Material muB8 sich also inzwischen (d.h. von Beginn der Dia- 
kinese bis zur Metaphase I) entweder im Kernraum bis auf einige 
mogliche Restkérper (sofern diese nicht anderen Ursprungs sind) 
aufgelést oder den Kernraum verlassen haben. Stark lichtbrechende 
Granula sammeln sich in der Anaphase an den Spindelpolen an 
(Abb. 9i). Es sind dies die schon beschriebenen Lamellenkérperchen 
(S. 687). 

Die Interkinese und die zweite Reifeteilung kénnen lichtmikrosko- 
pisch eindeutig identifiziert werden. Als Kriterien fiir die ruhende 
zweite Spermatocyte wurden Kern- und NukleolengréBe herangezogen. 
Eine solche Spermatocyte II ist in Abb. 9k zu sehen; Kerndurchmesser 
und NukleolengréBe sind deutlich geringer als in Spermatocyten I 
(Abb. 9d, e). Lichtoptisch dunkel erscheinendes Material (Abb. 9k, 1) 
reprasentiert sicher keine Tubuli, denn elektronenmikroskopisch wurden 
in vermutlich zweiten Spermatocyten keine Tubuli gefunden (s. u.). Es 
k6énnte sich um prophasisch kontrahierte Chromosomen, um Abbaupro- 
dukte des Nukleolus oder um Stoffwechselprodukte ohne auffallige Fein- 
struktur handeln. Die zweite Reifeteilung lauft aéuBerlich ahnlich ab wie 
die erste Reifeteilung. Das dunklere Material verschwindet unter gleich- 
zeitiger starker Verdichtung der Nukleolen (Abb. 9m). Dabei treten die 
Chromosomen deutlicher hervor. Gruppen von Metaphasen der zweiten 
Reifeteilung zeigt Abb. 9n, zwei Telophasen Abb. 90. Aus den Mito- 
chondrien, die in Abb. 90 dicht gehaéuft den Kern umgeben, entsteht 
der Nebenkern. Im Spermatidenkern ist wieder ein dichter, runder 
,,Nukleolus‘‘ vorhanden (Abb. 9p, q). Ein geschichteter Nebenkern und 
das Akrosom sind deutlich erkennbar. In Abb. 9q schlieBlich streckt 
sich der Nebenkern, das Akrosom ist kaum noch zu sehen und die GeiBel 
bereits gebildet. 

An den Orten, die nach lichtoptisch untersuchten Parallelschnitten Spermato- 
cyten II in der Interkinese oder Prophase zeigen soliten, finden sich im elektronen- 
mikroskopischen Bilde Zellen mit relativ groBen Kernen, die, abgesehen von fein- 
verteilten chromosomalen Fibrillen und vom Nukleolus, keine definierten Struktur- 
elemente enthalten. Die zweifache Kernmembran und auch die Plasmastruktur 
sind ahnlich wie in Spermatocyten I. Der Unterschied gegeniiber ersten Spermato- 
cyten wiirde also im Fehlen jeglicher strukturierter Kernkomponenten bestehen. 
Nur granulires Material tritt in der Umgebung der Chromosomen reichlicher auf. 
Gegen eine Verwechslung mit jungen ersten Spermatocyten spricht neben der 
Lage dieser Zellen auch ihre geringere GréBe. AuBerdem wurden hier bisweilen 
Spindelreste und interzelluliire Briicken beobachtet; die Zellen miissen also kurz 
vorher eine Zellteilung durchlaufen haben. Mit Sicherheit kann ausgeschlossen 
werden, daB es sich um Spermatiden handelt, weil diese einen undifferenzierten, 
kleineren Kern und ein anders organisiertes Cytoplasma besitzen. 
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III. Spermatocytenkerne von X/O-Mdnnchen und Méannchen 
mit Y-Fragmenten 


Der hohe Stand der Drosophila-Cytogenetik erlaubt eine genaue 
Untersuchung der Frage nach dem Einflu8 einzelner Chromosomen und 
Chromosomen-Abschnitte auf die Bildung der Tubuli und der anderen 
Kernkomponenten. Aus theoretischen und methodischen Griinden (vgl. 
Diskussion) wurden zunachst Mannchen ohne Y-Chromosom und Mann- 
chen mit verschiedenen Fragmenten des Y-Chromosoms untersucht. 
X/O-Mannchen erscheinen in der Regel auBerlich véllig normal, sind 
jedoch steril. Soweit die Spermiogenese lichtoptisch verfolgt werden 
kann, verlauft sie normal (SHEN 1932), mdglicherweise mit Aus- 
nahme der Streckung der Spermienképfe. Trotz dieser anscheinend 
normalen Ausdifferenzierung sind die Spermien bewegungsunfahig (zu- 
sammenfassende Diskussion friiherer Untersuchungen bei BrossEau 
1960). Nach den derzeitigen Kenntnissen enthalt das Y-Chromosom 
insgesamt 7 Fertilitatsfaktoren (und zwar 2 in Y* und 5 in Y*"). Die 
von uns untersuchten Mannchen mit einem Fragment des Y-Chromosoms 
sind ebenfalls steril, weil bereits der Verlust eines einzigen der 7 Fertili- 
tatsfaktoren véllige Unbeweglichkeit aller Spermien zur Folge hat. 


1. Mannchen ohne Y-Chromosom (X/O-Mannchen) 


a) Lichtmikroskopische Befunde. Schon lichtmikroskopisch sind die 
Spermatocytenkerne eines X/O-Hodens von den Kernen normaler 
X/Y-Spermatocyten leicht zu unterscheiden. Sie erscheinen auffallend 
leer (Abb. 10). Nur die meiotischen Prophasechromosomen, die im 
Lebendpraparat wenig Kontrast zeigen, sind auch hier in gleicher An- 
ordnung und GréBe sichtbar, allerdings noch starker aufgelockert als 
in X/Y-Tieren. Das fiir die X/Y-Spermatocyten charakteristische dunkle 
Material, dem elektronenoptisch die Tubuli entsprechen, fehit. In der 
Umgebung der Chromosomen treten vereinzelt dunklere Grana auf, aber 
nie in der Menge und charakteristischen Anordnung des tubulaéren Ma- 
terials. Dagegen enthalten die ersten Spermatocyten und die weiteren 
Stadien sehr auffallende Bildungen, die in X/Y-Zellen nie beobachtet wor- 
den sind. Es handelt sich um Kristallnadeln, die sowohl im Kern als auch 
im Cytoplasma vorkommen kénnen (Abb. 10). Die Lage dieser Kristalle 
innerhalb der Zelle ist ziemlich regellos. Auch ihre Lange und Anzahl sind 
variabel (vgl. die elektronenmikroskopischen Beobachtungen). In den 
spateren Stadien der Spermatogenese (erste und zweite Spermatocyten, 
Spermatiden, Spermien) bleiben die Kristallnadeln erhalten. Die Kri- 
stalle scheinen die Vorgiinge der Zellteilung und Zelldifferenzierung nicht 
tiefgreifend zu stéren. Anzahl und Gestalt der Kristalle in den X/O- 
Spermatocyten hangen auch von der genetischen Konstitution ab. Dies 
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gilt z.B. fir die Mutation scute®. Sie ruft in der Spermatogenese von 
X/Y-Tieren keine erkennbaren Veranderungen hervor. Dagegen bilden 
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Abb. 10. Lichtmikroskopische Aufnahmen lebender Spermatocyten I in X/O-Hoden, 1225 x. 
N Nukleolus, Ch Chromosomen, Kr Kristallnadeln 


sich in den X*°*/O-Spermatocyten zahlreiche feine Kristallnadeln, die 
im Cytoplasma haufiger sind als im Zellkern und sich oft sternférmig 
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zusammenlagern (Abb. 11). In den Zellkernen finden sich bisweilen 
auch noch einfache Kristallnadeln. Im Vergleich zu den X/O-Spermato- 
eyten besitzen also die X*°*/O-Spermatocyten zwar ungefahr die gleiche 
Menge kristallisierten Materials, jedoch bestehen die Kristalle statt aus 
einzelnen groBen Nadeln aus vielen, feineren, sternformig angeordneten 
Kristallnadeln. 





Abb. 11. Spermatocyten I in einem X8°3/O-Hoden (Lebendpraparat) 2500 x, zahlreiche 
sternférmig angeordnete Kristalle im Cytoplasma, in den Zellkernen iiberwiegen 
Einzelkristalle 


b) Elektronenmikroskopische Befunde. Die elektronenmikroskopische 
Strukturanalyse bestatigt die lichtmikroskopischen Befunde. Die X/O- 
Kerne enthalten in keinem Falle tubulares Material, das mit dem in 
X/Y-Zellen verglichen werden kann. Der Kern junger Spermatocyten 
ist sehr strukturarm (Abb. 12). In der Umgebung der chromosomalen 
Fibrillen findet sich granuléres Material. Die Granula sind etwa 200 
bis 300 AE dick und erscheinen hohl. Hier ergibt sich also eine morpho- 
logische Parallele zu den in jungen Spermatocyten normaler Tiere ge- 
legentlich beobachteten Hohlgranula (S. 685). Ihre Menge ist aber relativ 
gering. Das typische retikulaire Material der X/Y-Spermatocyten scheint 


len, 


Abb. 1% 
sichtbaren Funktionsstrukturen; N Nukleolus, KM zweifache Kernmembran 
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in X/O-Spermatocyten ebenfalls zu fehlen. Hier und da finden sich 
jedoch Anfange der Bildung von retikularen Elementen in der Um- 
gebung der chromosomalen Fibrillen. In einem einzelnen X/O-Kreu- 
zungsansatz wurden auch Spermatocyten mit kleinen Gruppen von 





tubularem Material beobachtet (Abb. 13). Dieses Material ist seiner 
Struktur nach mit den in jungen X/Y-Spermatocyten 6fters beobachteten 
granularen Vorstufen der Tubuli verwandt. 

Aus allen Befunden scheint sich zu ergeben, daB zumindest die volle 
Ausdifferenzierung des tubularen Materials, in der Regel aber auch schon 
seine Entstehung, ohne das Y-Chromosom unméglich ist. Das gleiche 
gilt im Prinzip auch fiir die retikulire Komponente. Andere Prozesse 
laufen normal weiter, z.B. die Bildung der groBen Granula und der 
Formwechsel der Kernmembran. AufSerdem kommt es in alteren X/O- 
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Spermatocyten noch zur Ausbildung einer zweiten, nur in diesen beob- 
achteten Strukturkomponente. Es handelt sich um ein sehr feines, zu- 
sammenhingendes, schwammiges Retikulum, dessen nahere Charakteri- 
sierung noch aussteht (vgl. auch Abb. 18). 

c) Die Kristallnadeln. Alle X/O-Hoden sind, wie bereits erwahnt, 
durch auffallige intrazellulare (eventuel! in alteren Stadien auch extra- 
zellulare) Kristallnadeln gekennzeichnet. Im Elektronenmikroskop er- 
weisen sich diese Nadeln meist aus mehreren parallel liegenden Einzel- 
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Abb. 13. Ansammlungen von Granula und ibre Aggregation zu X/O-Tubuli in einer 
X/O-Spermatocyte I, 30800 x 


kristallen zusammengesetzt (Abb. 14). Die Feinstruktur der Einzel- 
kristalle war bisher noch nicht aufloésbar. Es scheint sich jedoch um 
ein fibrillares Material zu handeln, dessen Einzelfibrillen einen Durch- 
messer von, héchstens 100 AE haben kénnen. Besser dagegen lassen sich 
im Elektronenmikroskop die Entstehungsweise und das Wachstum der 
Kristalle verfolgen. In den jiingsten X/O-Spermatocyten wurden Kri- 
stalle nur im Kern beobachtet. In diesen Stadien ist die Zusammen- 
setzung der Kristalle aus langen, einzelnen Nadeln von etwa 50 bis 
100 mu Dicke besonders deutlich. Zunachst scheinen sich einzelne Na- 
deln zu bilden, an die sich dann weitere locker anlagern. Derselbe Vor- 
gang kann auch fiir die im Cytoplasma gebildeten Kristalle angenommen 
werden (Abb. 14), nur daB hier die Kristallbildung generell spiter ein- 
zusetzen scheint als im Kern. Die intranuklearen Kristallbiindel kénnen 
nach lichtmikroskopischen Befunden bei weiterem Wachstum die Kern- 
membran durchstoBen. Dieser Vorgang wird auch durch ein elektronen- 


Abb. 14a u. b. Kristallnadeln in Kern und Cytoplasma von X/O-Spermatocyten. a Teil 
einer Kristallnadel im Cytoplasma, 28000 x. b Biindel von Kristallnadeln im Kern, 
17500 x. Kr Kristallnadeln, KM Kernmembran, N Nukleolus, Cy Cytoplasma, K Kern 
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(vgl. Abb. 11 und Text 





mikroskopisches Bild belegt (Aufnahme leider nicht im Focus). In den 
alteren Spermatocyten sind die Einzelkristalle in der Regel miteinander 
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zu dicken homogenen Nadeln verschmolzen. Nach lichtmikroskopischen 
Befunden kénnen sie in den spateren Stadien der Spermatogenese tiber 
den Bereich der Einzelzelle hinauswachsen. Spermienbiindel von X/O- 
Hoden enthalten regelmaBig einzelne besonders lange und dicke Kristall- 
nadeln, die diese Biindel in allen Richtungen durchbohren. 
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Abb. 16. Tubuli aus einer x/vL¢-.spermatocyte I, 30400 x. Z Tubuli, Ch chromosomale 
Fibrillen, R retikulires Material 






Die sternférmige Anordnung der Kristallnadeln in sc*/O-gg legt 
die Existenz von Kristall-Bildungszentren nahe. Solche Zentren lassen 
sich jedoch morphologisch nicht definieren (Abb. 15). 

Fermentreaktionen legen nahe, daB die Kristalle aus Protein bestehen. 
Dabei haben Trypsin und Pepsin unter den auf 8. 680 angegebenen Be- 
dingungen, anders als bei den Tubuli, den gleichen Effekt. Beide Enzyme 
lésen nach kurzer Zeit die Kristallnadeln auf, die auBerdem nicht baso- 
phil sind, also Nukleinsauren nicht in nachweisbaren Mengen enthalten. 

Nach Carnoy-Fixierung sind in X/O-Hoden keine Kristalle mehr 
sichtbar. Es besteht somit die Méglichkeit, daB diese auch in anderen 
sauren Fixierungsmedien aufgelést oder tiefgreifend verandert werden. 
Vielleicht 14Bt sich so erkliren, warum SHEN (1932) keine Kristalle 
beobachtet hat. 
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Abb. 17. Spermatocytenkern aus einem X/Y5-Hoden, 22800 x. Ch chromosomale Fibril- 
len, G granulires Material, NM Material nukleolirer Herkunft, N Nukleolus, 
Kr Kristallnadeln, R retikulires Material 
2. Mannchen ohne den kurzen Arm des Y-Chromosoms 
(X/Y"- und X.Y"-Mannchen) 


Das elektronenmikroskopische Bild von Kernen, die nur den langen 
Arm des Y-Chromosoms enthalten, zeigt keine wesentlichen Abwand- 
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lungen gegeniiber dem X/Y-Typ. Tubuli und die anderen Kernkom- 
ponenten sind in ahnlicher Form, Verteilung und Menge wie in X/Y- 
Tieren vorhanden (Abb. 16). Da diese Tiere steril sind, kann keine 





X/O-Typ und x/yLle.pyp, 19000 x. N Nukleolus, G Granula, 7' Tubuli, Ch chromosomale 
Fibrillen, R retikuléires Material, Cy Cytoplasma 


direkte Beziehung zwischen Spermien-Beweglichkeit und Tubuliproduk- 
tion vorliegen. Die lichtmikroskopische Untersuchung ergab allerdings, 
daB nicht alle Spermatocyten des X/Y"-Hodens zum ,,X/Y-Typ“ ge- 
rechnet werden kénnen. In fast allen Hoden waren einige ,,leere‘‘ erste 
Spermatocytenkerne, also Kerne des ,,X/O-Typs‘‘ zu finden. Es wurden 
auch Kristalle gefunden. Sie traten nicht nur im Bereich der vereinzelten 
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leeren, ,,X/O‘‘-ahnlichen Spermatocyten auf, sondern auch in Spermien 
bzw. Spermatidenbiindeln der proximalen Hodenabschnitte adulter 
X/Y"-Tiere. 


3. Mannchen ohne den langen Arm des Y-Chromosoms (X.Y°- 
und X/Y*’.Y’-Mannchen) 

Der Bau der Spermatocyten in X.Y%/O-Hoden ist weit weniger ein- 

heitlich als der in X/Y"*-Hoden. Es finden sich alle Uberginge zwischen 

Spermatccyten vom reinen X/O-Typ und solchen, die dem X/Y-Typ 





Osmiumfixierung, Methacrylateinbettung, 1225 x. Variabilitét der Kernstruktur, 
s. S. 711. Kr Kristallnadeln 


sehr nahe kommen. Dabei iiberwiegen aber deutlich die dem X/O-Typ 
aihnlichen. Interessant ist hier besonders das Studium der verschiedenen 
Zwischenstufen. Es finden sich sehr haufig Kerne, die zwar kaum Tubuli 
und retikulares Material enthalten, aber groBe Mengen von Granula im 
Bereich der Chromosomen ausbilden — deutlich mehr als in echtem X/O- 
Tieren (Abb. 17). Diese Zellen enthalten regelmaBig Kristalle, oft an- 
scheinend sogar mehr als in normalen X/O-Tieren. Eine nachste Stufe 
wird durch Kerne vertreten, die neben gréBeren Mengen von Granula 
kleinere Anhéufungen von Tubuli und retikularem Material erkennen 
lassen, aber trotzdem ,,noch“ intranukleare Kristalle bilden (vgl. Abb. 18). 
Endlich kommen auch (selten) Spermatocyten vor, die gréBere Mengen 
von Tubuli und von retikularem Material enthalten und in denen es 
dementsprechend nicht zu einer Kristallbildung kommt. Die Variabilitat 
der Spermatocyten im Hoden der X.Y%-Mannchen ist auch im licht- 
mikroskopischen Bild (Abb. 19) deutlich zu erkennen. 
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Im ganzen gesehen nehmen also die Spermatocyten im X.Y5-Hoden 
eine Mittelstellung zwischen dem X/Y- und dem X/O-Typ ein. Man 
kénnte deshalb daran denken, daB die Fahigkeit des Y-Chromosoms, 
die Bildung von Tubuli und anderen Kernkomponenten zu induzieren, 
nicht an bestimmte Abschnitte dieses Chromosoms gebunden sei, sondern 
daB hier eine rein quantitative Beziehung vorliege. Aber die Unter- 
suchung von Mannchen, in welchen der kurze Arm des Y-Chromosoms 
zweifach vorliegt (X/Y*.Y%), zeigt, daB dies nicht der Fall ist (vgl. Dis- 
kussion). Die Spermatocyten dieser Konstitution weisen im Durch- 
schnitt nicht mehr Tubuli und nicht mehr retikulares Material auf als 
solche mit nur einem kurzen Arm des Y-Chromosoms. Es ist auch sonst 
kein merklicher morphologischer Unterschied zwischen den beiden Geno- 
typen vorhanden. Die normale intranukledre Differenzierung der Sper- 
matocyten wird also ahnlich wie die Beweglichkeit der Spermien durch 
verschiedene Faktoren im langen wie im kurzen Arm des Y-Chromosoms 
bestimmt. 

D. Diskussion 

In den friiheren Untersuchungen tiber die Spermatogenese von Dro- 
sophila melanogaster standen Probleme des meiotischen Formwechsels 
und cytogenetische Fragen, wie die des Zusammenhanges zwischen Cross- 
ing-over und Chiasmen-Bildung, im Vordergrund (zusammenfassende 
Darstellung bei CoorrR 1950). Die elektronenmikroskopische Analyse 
hat auf diesem Gebiet nur in einem Punkt einen Fortschritt gebracht: 
Die Chromosomen von Drosophila melanogaster bilden in der meiotischen 
Prophase der Spermatocyten die typischen Paarungsstrukturen (,,cores‘‘, 
,Synaptinemal complexes‘, vgl. Mosss 1960) nicht aus. Damit ist ver- 
mutlich jede Méglichkeit der Entstehung von Chiasmen von vornherein 
ausgeschaltet, was mit den bekannten genetischen Daten (kein Crossing- 
over im Drosophila-Mannchen) in Einklang steht. Die im Lichtmikro- 
skop gelegentlich beobachteten Chiasma-artigen Konfigurationen in 
Spermatocyten und in Neuroblasten-Mitosen miissen, da sie nicht auf 
der Grundlage einer typischen meiotischen Paarungsstruktur zustande 
kommen, als ,,Pseudochiasmata‘‘ betrachtet werden (vgl. Cooper 1950). 
Die Oocyten von Drosophila melanogaster zeigen die charakteristischen 
chromosomalen ,,cores“‘ (MEYER 1961), und dementsprechend findet man 
im weiblichen Geschlecht auch normales meiotisches Crossing-over. 

Das Hauptergebnis unserer Arbeit ist die Entdeckung von submikro- 
skopischen ,,Funktionsstrukturen‘‘ in den Spermatocytenkernen von 
Drosophila melanogaster. Diese Bildungen sind, wie die Daten zeigen, 
Ausdruck einer phasenspefizischen Aktivitét des Y-Chromosoms, wahr- 
scheinlich unter Mitwirkung der anderen Chromosomen. Zwar ist auch 
in den alteren Arbeiten, z.B. bei GuyENoT und NaviLLE (1929), das Auf- 
treten von extrachromosomalen, ,,pseudochromatischen“ K6rpern in den 
ersten Spermatocyten von Drosophila melanogaster bemerkt worden, 
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doch konnte die wahre Natur dieses Materials mit der damals méglichen 
Technik gar nicht erkannt werden. Die Gleichsetzung der Granula mit 
Chromosomen, die Gegnern der Chromosomen-Theorie der Vererbung 
zeitweilig als Argument gegen die Zahlenkonstanz der Chromosomen 
gedient hat (JErrreEy und Hicks 1925), erwies sich freilich schon sehr 
bald als unzulassig (LEAGUE 1930, HUETTNER 1930). 

GuyYEnNotT und NAvILLE (1929) beobachteten im tibrigen ganz richtig, 
daB das im Spermatocytenkern anfangs retikular verteilte eosinophile 
oder ,,siderophile“ (mit Eisenhamatoxylin darstellbare) Material im Laufe 
der ersten Reifeteilung verklumpt oder zerfallt und sich von den Chromo- 
somen loslést. Hurtrner (1930), der erstmals die Feulgen-Reaktion 
angewandt hat, konnte zeigen, daB es wirklich nur dieses pseudochroma- 
tische Material ist, das im Lauf der Meiose zerfallt, wahrend der eigent- 
liche Chromosomenformwechsel zwar vereinfacht, aber ohne Zerfalls- 
prozesse ablauft. Die letzte Unklarheit wird nun durch unsere Befunde 
behoben. Die Widerspriiche in den alteren Arbeiten erklaren sich da- 
durch, da8 das tubulare Material, das ja lichtmikroskopisch deutlich 
erkennbar ist und leicht mit den Chromosomen verwechselt werden kann, 
nach der Farbung mit dem Heidenhainschen Hamatoxylin auf Grund 
seiner hohen Dichte ebenso stark oder starker hervortritt als die Chromo- 
somen selbst, wihrend mit der Feulgen-Reaktion nur die Chromosomen 
dargestellt werden. Die Tubuli und die anderen Funktionsstrukturen 
enthalten entweder tiberhaupt keine DNS oder DNS in einer fiir die 
Feulgen-Reaktion unterschwelligen Konzentration. 

Der Schlu8, daB es sich bei den Bildungen, die im Mittelpunkt unserer 
Untersuchungen stehen, um ,,Funktionsstrukturen“‘ handelt, griindet 
sich zunachst auf ihre Phasen-Spezifitat. Die Tubuli und die retikularen 
Elemente sind in ihrem Vorkommen mit Sicherheit allein auf das Sta- 
dium der ersten Spermatocyte, andeutungsweise vielleicht auch der 
zweiten Spermatocyte, beschrinkt. Die Entstehung fallt zeitlich mit 
der Ausbildung der zweifachen Kernmembran beim Ubergang von der 
Spermatogonie zur Spermatocyte zusammen. Der Abbau erfolgt im 
Zusammenhang mit der Kontraktion der Chromosomen in der Diakinese 
und Prometaphase I. In der Spermatocyte II. Ordnung bleibt das Auf- 
treten von Funktionsstrukturen auf den interkinetischen Zellkern be- 
schrankt, der ebenfalls eine zweifache Kernmembran besitzt. Welche 
Rolle die zweifache Kernmembran in der Physiologie des Spermatocyten- 
kernes spielt, wissen wir nicht. DaB jedoch kein ursachlicher Zusammen- 
hang zu der Ausbildung der intranukledéren Funktionsstrukturen be- 
steht, geht daraus hervor, daB auch X/O-Spermatocyten (und Spermato- 
cyten anderer Drosophila-Species, bei welchen keine Tubuli vorkommen 
{noch unveréffentlicht]) eine zweifache Kernmembran besitzen. Die 
schnelle, fast plétzliche Ausdifferenzierung der Tubuli und kurz darauf 
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die der retikuléren Elemente scheinen vielmehr unmittelbar durch eine 
Zustandsénderung der Chromosomen induziert zu werden. 

Der chromosomale Ursprung der Funktionsstrukturen im Spermato- 
cytenkern wird durch die elektronenmikroskopischen Bilder auch direkt 
bestatigt. Die Tubuli nehmen hier eine Sonderstellung ein, weil sie an- 
scheinend nicht ,,unilokal‘‘ entstehen, sondern iiber mehrere oder alle 
Chromosomen (zumindest das X und die zwei groBen autosomalen Bi- 
valente) verteilt liegen, wobei jedoch in allen Partien der enge Kontakt 
zu den chromosomalen Fibrillen gewahrt bleibt. Mit der Feststellung 
des innigen Kontaktes zwischen Funktionsstrukturen und Chromosomen 
verbindet sich eine wesentliche Frage, die vorlaufig noch nicht definitiv 
entschieden werden kann: Soll man so differenzierte Bildungen wie die 
Tubuli oder die retikularen Elemente als bloBe stoffliche Produkte, ver- 
gleichbar dem Nukleolus, ansehen oder beteiligt sich das Chromosom 
auch selbst materiell am Aufbau dieser Strukturen? Handelt es sich 
womoglich um spezielle Auspragungsformen der Chromosomen-Struktur, 
so wie sie in den Puffs der Riesenchromosomen (BEERMANN und BaHR 
1954) oder in den Schleifen der Lampenbiirsten-Chromosomen (GALL 
1956) vorliegen ? DaB in den Funktionsstrukturen DNS nicht nachzu- 
weisen war, beeintrachtigt diese Uberlegung zunachst nicht, denn auch 
in den Puffs treten Proteine und RNS cytochemisch in den Vordergrund. 
Allerdings steht das kritische Experiment mit Desoxyribonuklease noch 
aus. CALLAN und McGregor (1958) haben zeigen kénnen, daB dieses 
Ferment die Schleifen der Lampenbirsten-Chromosomen zerstiickelt : 
fiir diesen einen Fall einer ,,Funktionsstruktur“ ist somit die Existenz 
einer DNS-Achse iiberzeugend demonstriert. Fiir die Tubuli im Sper- 
matocytenkern von Drosophila melanogaster hatte die Annahme, es 
handele sich um chromosomale Strukturmodifikationen, noch eine be- 
sondere Konsequenz: Vielleicht ist es das Y-Chromosom selber, das uns 
ganz oder teilweise, und eventuell zusammen mit den heterochromati- 
schen Bereichen des X-Chromosoms und der Autosomen, in Form der 
»Tubuli‘, ,,retikularen Elemente‘ usw. entgegentritt. Da das Y-Chro- 
mosom an der Entstehung dieser Elemente mafgebend beteiligt ist, 
daran besteht ja ohnehin kein Zweifel (s. unten). Man hatte dann zu 
fordern, daB das Heterochromatin, das sonst gewdhnlich kondensiert 
bleibt, in den Spermatocytenkernen von Drosophila melanogaster extrem 
aufgelockert ist. Tatsachlich ist in diesen Kernen ein Feulgen-positives 
Chromozentrum nicht einmal spurenweise nachzuweisen. Man erinnere 
sich ferner daran, daB das tubulare Material in der Regel ein zusammen- 
hangendes System von Strangen bildet und daB mit der Ablésung von 
den Diakinese-Chromosomen auch stets die Feinstruktur der Tubuli zu- 
sammenbricht. Wir hoffen, dieses Problem durch autoradiographische 
Untersuchungen kliren zu kdénnen. 
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Worin mag die gen-physiologische Bedeutung der Tubuli und der 
anderen .Funktionsstrukturen liegen? Sicher besteht ein enger Zusam- 
menhang mit der Entwicklung der Spermatocyten und womdglich auch 
der Differenzierung der Spermatiden und Spermien. Es erscheint vor- 
laufig noch unmdglich, diese Frage direkt, d.h. mit biochemischer Me- 
thodik, anzugehen. In dieser Situation mu8B zunachst einmal versucht 
werden, die an der Bildung der Funktionsstrukturen beteiligten Chro- 
mosomen zu ermitteln und die chromosomalen Entstehungsorte még- 
lichst genau zu definieren. Sind diese Orte bekannt, so laBt sich tiber 
ihre Bedeutung fiir die Spermato- und Spermiogenese auch durch rein 
genetische Experimente eine Auskunft gewinnen. Solche Experimental- 
befunde liegen bei Drosophila melanogaster fiir ein bestimmtes Chromo- 
som, das Y-Chromosom, bereits seit langem vor: Drosophila-Mannchen 
ohne Y-Chromosom (X/O-Mannchen) sind zwar ungeschwacht lebens- 
fahig (Ausnahmen s. S. 679), bleiben aber steril, weil die Spermien unbe- 
weglich sind (BripGEs 1916, SHEN 1932). Dabei hat sich eine Anzahl 
von Fertilitatsfaktoren lokalisieren lassen, die sich sowohl auf den langen 
wie auf den kurzen Arm des Y-Chromosoms verteilen (STERN 1929, 
NevuHavs 1939, BrossEAu 1960). Im Hinblick auf unsere Ergebnisse 
erscheint es dabei von vornherein als besonders bemerkenswert, daB 
diese ,,Fertilitatsfaktoren‘‘ in dem gleichen Zelltyp phasenspezifisch 
wirken, in dem auch die Tubuli usw. als phasenspezifische Bildungen 
auftreten. Die elektronenmikroskopische Priifung der Spermatocyten 
von X/O-Mannchen oder von sterilen Mannchen, denen ein Teil des Y- 
Chromosoms fehlt, lag deshalb nahe. Sie bot sich aber auch aus metho- 
dischen Griinden an, denn nur das Y-Chromosom 1a8t sich ohne Scha- 
den fiir die Tiere nach einem einfachen Kreuzungsschema aus dem Genom 
der Mannchen eliminieren. Die Resultate der Untersuchungen an X/O- 
Mannchen haben unsere Erwartungen im groBen und ganzen iiber- 
raschend bestatigt. Die Spermatocytenkerne von X/O-Mannchen ent- 
halten keine Tubuli und kein retikuléres Material; auch ein Teil der 
tibrigen Komponenten des X/Y-Spermatocytenkernes scheint zu fehlen. 
Die Tatsache, daB dabei der meiotische Formwechsel der Chromosomen 
in den X/O-Spermatocyten trotzdem ganz unbeeinfluBt bleibt (jeden- 
falls haben wir bis zur zweiten Reifeteilung keine Anderungen bemerken 
k6énnen, vgl. auch SHEN 1932), demonstriert einmal mehr den gen- 
physiologischen Charakter der Funktionsstrukturen. Vor allem aber 
wird die entscheidende Rolle der Chromosomen, in erster Linie des Y- 
‘Chromosoms, bei der Entstehung dieser Strukturen durch die Befunde 
an den X/O-Spermatocyten deutlich vor Augen gefiihrt. Uber die Art 
und Weise, wie,das Y-Chromosom an der Bildung der Tubuli (und der 
anderen Funktionsstrukturen) beteiligt ist, lassen die Befunde mit den 
X/O-Tieren freilich noch alle der schon oben genannten Moéglichkeiten 








Funktionsstrukturen in Spermatocytenkernen von Drosophila 711 


offen. Wenn man der ausnahmsweisen Beobachtung von ,,Tubuli‘ bei 
X/O-Tieren (in ganz geringer Menge und nur in einzelnen Zellen) iiber- 
haupt Beweiskraft zusprechen will, so mag man darin zwar ein Argument 
gegen eine unmittelbare Beteiligung des Y-Chromosoms und auch gegen 
die Annahme sehen, die Tubuli seien eine Art von chromosomaler Struk- 
turmodifikation, doch ist die Beteiligung anderer, besonders der im 
X-Chromosom gelegenen Heterochromatin-Abschnitte keinesfalls un- 
wahrscheinlich. Auch kann man im Einzelfall niemals einen vorher- 
gegangenen Austausch zwischen X- und Y-Chromosom ganz ausschlieBen 
(ein ,,X/O“-Tier kénnte ausnahmsweise die Konstitution X/,,Y-par- 
tiell‘‘ besitzen). 

Die Beobachtungen an den Mannchen, die nur ein Teilstiick des 
Y-Chromosoms besitzen, fithren hier weiter. Sie zeigen, da8 ziamindest 
die Tubuli nicht durch die Aktivitaét eines einzigen Ortes im Y-Chromo- 
som zustande kommen, denn sowohl die X/Y"- wie die X/Y5-Spermato- 
eyten sind zur Bildung von Tubuli (und anderen Funktionsstrukturen) 
befahigt. AuBerdem deutet sich eine quantitative Beziehung an, denn 
X/Y"-Spermatocyten bilden regelmaBiger und in gréBerer Menge Tubuli 
als die X/Y°-Spermatocyten. Eigenartig erscheint jedoch die starke 
Variabilitét von Zelle zu Zelle, die die beiden genannten Genotypen im 
Gegensatz zu X/Y- oder X/O-Hoden besonders kennzeichnet. Zwar ist 
in den X/YS-Spermatocyten der Kern vom ,,X/O‘-Typus die Regel, 
aber es gibt auch Kerne mit gréBeren Mengen von Tubuli; umgekehrt 
verhalt es sich mit X/Y'-Spermatocyten. Diese Art von ,,Scheckung“ 
(Variegation) findet in der Funktionstiichtigkeit der Spermien von X/Y°- 
und X/Y"-Mannchen freilich keine Parallele; die Spermien sind, soweit 
wir wissen, alle unbeweglich. Brossravu (1960) beschreibt neuerdings 
jedoch das Vorkommen von semisterilen Y-Mutanten, so daB eine Mani- 
festation der Schwankungen auf der Ebene der Spermiogenese nicht 
unmoglich erscheint. Wie liBt sich nun die in den X/YS- und X/Y?- 
Spermatocytenkernen beobachtete Variabilitat mit den oben geéuBerten 
Vermutungen tiber die Entstehungsweise der Funktionsstrukturen ver- 
einbaren? Der quantitative Charakter der Schwankungen legt zunachst 
den Gedanken an Produktivitaétsschwankungen irgendwelcher Art be- 
sonders nahe; doch kennen wir auch chromosomale Strukturmodifika- 
tionen, deren Auspragungsgrad in Zellen ein- und desselben Organs er- 
heblich variiert (BEERMANN 1952) . Bei der Annahme von Produktivitats- 
schwankungen hatte man entweder an das Y-Chromosom selber (Y® 
bzw. Y") oder an Syntheseorte in den iibrigen Chromosomen zu denken, 
letzteres besonders deshalb, weil das tubulare Material sich tiber alle 
Chromosomen erstreckt. In dem einen Falle wiirde die Aktivitét der im 
Y-Chromosom angenommenen Syntheseorte schwanken, in dem anderen 
Falle wiirden die im Y-Chromosom zu fordernden ,,Induktions-Orte“ 
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in ihrer Induktionsleistung variieren bzw. die Syntheseorte in den ande- 
ren Chromosomen wiirden autonomen Schwankungen unterworfen sein. 
Die beobachtete Variabilitat lieBe sich aber, wie schon gesagt, auch 
ohne weiteres unter der Voraussetzung verstehen, daB die Tubuli eine 
, Strukturmodifikation’* des Y-Chromosoms oder wesentlicher Teile des 
Y-Chromosoms darstellen. Die Schwankungen wiirden dann als Akti- 
vierungs-Schwankungen aufzufassen sein, die sich bei Y-Mutanten unter 
Umstanden starker bemerkbar machen als in normalen Y-Chromosomen. 
Der Gedanke an einen bestimmten Typus des genetischen ,,Positions- 
Effektes“ liegt hier besonders nahe, den sog. ,,variegated-type“ Positions- 
Effekt. Dieser Effekt manifestiert sich nicht in allen Zellen des Indivi- 
duums, sondern verteilt sich in Form einer ganz unregelmaBigen Schek- 
kung (Variegation); er setzt stets Chromosomen-Mutationen voraus, an 
welchen das Heterochromatin beteiligt ist, und seine Manifestation hangt 
stark vom Y-Chromosom ab (vgl. Lewis 1950). Auch hier denkt man 
gewoéhnlich an Aktivierungsschwankungen, Anderungen im ,,Status“ der 
betroffenen Genorte. Vielleicht stehen die in unseren Versuchen erfaBten 
Fragmente des Y-Chromosoms ebenfalls unter der Einwirkung einer 
Art von Positionseffekt, der die Realisierung einer an sich vorhandenen 
Tendenz zur Strukturmodifikation mehr oder minder verhindert. 

In diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse mit den X/Y*.Y°*- 
Mannchen besonders aufschiuBreich. Gleich ob das mutierte Y-Chromo- 
som in diesem Fall zwei kurze Arme oder den kurzen Arm zusammen 
mit einem Stiick des langen Armes reprasentiert, eigentlich mtiBte das 
Bild doch gegeniiber Y* in Richtung auf den Y"-Typus verschoben 
sein. Da8 das nicht der Fall ist, la8t zweierlei Deutungen zu: Entweder 
ist das Chromosom wirklich kein Y*5.Y* [so wie es STERN (1929) ur- 
spriinglich angenommen hatte], sondern besitzt einen zweiten Arm, der 
zur Bildung von Tubuli nicht befahigt ist; oder aber die Wirkung der 
beiden Arme summiert sich nicht, und das heiBt, daB beide der gleichen 
Hemmung unterliegen. Vielleicht laBt sich die ganze Frage durch Unter- 
suchung weiterer Y-Mutationen und durch Anderung der AuBenbedin- 
gungen schlieBlich beantworten. 

DaB mit der Entdeckung der Tubuli und der anderen Funktionsstruk- 
turen ein wesentliches Gebiet der Spermatocytenphysiologie und -ent- 
wicklung aufgetan worden ist, ergibt sich schlieBlich auch aus dem Auf- 
treten von Eiweifkristallen in den X/O-Spermatocyien. Diese Proteir- 
kristalle sind aus zwei Griinden besonders bemerkenswert. Erstens fir.- 
den sie sich anfanglich nur in den Kernen und bilden sich dort zur 
gleichen Zeit, wenn in X/Y-Spermatocyten die Tubuli entstehen. Zwei- 
tens ist ihr Vorkommen nicht direkt an den X/O-Genotypus, sondern 
eher an den X/O-,,Phanotypus** gebunden, d.h. immer dann, wenn die 
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Bildung der Tubuli ausfallt oder weitgehend gehemmt ist, treten die 
Kristalle auf — zunachst im Kern und spater im Cytoplasma. Dies 
zeigen die Verhaltnisse bei X/Y* und X/Y" sehr deutlich, da hier in 
bezug auf die Tubuli zwischen dem X/Y-Typus und dem X/O-Typus 
der Spermatocytenkerne alle Ubergange vorkommen. Nur sehr selten 
sind im gleichen Zellkern neben wenigen Tubuli auch einige wenige Kri- 
stalle beobachtet worden. Es liegt also der SchluB nahe, in den Kristallen 
ein Material zu sehen, das in den normalen X/Y-Spermatocyten zum 
Aufbau der Tubuli und der anderen Funktionsstrukturen verwendet 
wird und das sich nun in Abwesenheit des Y-Chromosoms in anderer 
Form kristallisiert. Dagegen spricht allerdings die Tatsache, daB das 
Protein der Tubuli auf Pepsin viel weniger anspricht als das Protein der 
Kristalle. Auch scheint das kristalline Material seiner Menge nach ein 
Mehrfaches der Tubuli und der anderen Funktionsstrukturen auszu- 
machen. Man hat deshalb mit der Méglichkeit zu rechnen, daB die 
Kristalle Zwischenprodukte einer Synthesekette darstellen, die normaler- 
weise unter Mitwirkung des Y-Chromosoms bzw. der Tubuli gleich weiter- 
verarbeitet werden. Es sind aber auch andere Erklarungen denkbar. 
Dabei verdient besonders die Tatsache Beachtung, daB in den ausdif- 
ferenzierten Spermien von X/O-Mannchen alle wesentlichen cytoplasma- 
tischen Strukturelemente und Organellen vorhanden sind, wenn auch ihre 
Anordnung und Gr6éBe abgeandert sein kann (eigene unver6ffentlichte 
Untersuchungen). 

Die Untersuchungen an den Spermatocytenkernen von Drosophila 
melanogaster stehen heute noch in ihrem Anfang. Es ist zu hoffen, daB 
mit den Mitteln der elektronenmikroskopischen Strukturanalyse, der 
Cytochemie und der klassischen Genetik der Einblick in die Prozesse 
der Gametogenese und insbesondere ihren gen-physiologischen Hinter- 
grund noch wesentlich vertieft werden kann. Dabei miissen auch die 
Verhaltnisse bei den naheren und ferneren Verwandten von Drosophila 
melanogaster zum Vergleich herangezogen werden. Entsprechende Arbei- 
ten sind bereits eingeleitet. 

Summary 

1. Morphological manifestations of the chromosomal metabolism have 
been found in the first spermatocyte nucleus of Drosophila melanogaster. 
These ‘‘metabolic structures‘ include several types of well defined com- 
ponents, among which the ,,tubuli‘‘ and the ,,reticular elements“ are 
most conspicuous. The metabolic nature of these elements follows from 
their phase specifity and from cytochemical data. 

2. Masses of tubuli of 300—-400 A diameter are found all over the 
meiotic prophase chromosomes in the spermatocyte nucleus, but not 
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in the spermatogonial nucleus. The reticular elements appear somewhat 
later and usually form a single group. Both types of metabolic structures 
are decomposed during diakinesis when they separate from the chromo- 
somes. 


3. The tubuli are mainly composed of a basic protein. In addition 
they seem to contain RNA. The presence of DNA in small concentration 
can not yet be excluded. 


4, The chromosomal origin of the tubular as well as the reticular 
elements follows not only from the observed contact with the chromo- 
somes but also from the fact that spermatocyte nuclei of X/O-males of 
Drosophila melanogaster do not contain these components. This shows 
that the Y-chromosome is involved. 


5. The role of the Y-chromosome in the formation of the metabolic 
structures has been further elucidated by studying males with partial 
Y-chromosomes, such as YS, Y", and Y”. Spermatocytes with the 
long arm of the Y (X/Y") as a rule contain tubular and reticular elements 
in nearly normal quantity. X/Y° and X/Y” testes show a highly variable 
pattern. Some spermatocyte nuclei resemble the X/O-type while the 
rest represent all intermediate stages between the X/O- and the X/Y"- 
type. 

6. The lack of tubuli in X/O or in X/YS and X/Y" spermatocyte 
nuclei is always correlated with the appearance of crystal needles in 
the nucleus as well as in the cytoplasm. Only very rarely in X/Y* 
spermatocytes is an intranuclear crystal found together with a small 
amount of tubuli. The X/O crystal needles persist during spermato- 
genesis and are still found in sperm bundles. The crystal material seems 
to be a protein which is different from the tubular protein. 


7. The possibilities of the involvement of the Y-chromosome in the 
formation of the metabolic chromosomal structures are discussed. It 
seems probable that tubuli represent a highly modified state of the 
Y-chromosome, or parts of this chromosome. The formation of protein 
crystals in X/O-spermatocytes indicates the presence of a biochemical 
block. The relation to fertility ie. sperm motility is unclear. X/Y" 
males do not produce motile sperms although tubuli are regularly present 
in spermatocyte nuclei. 
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ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN AN 
DEN CHROMOZENTREN VON URTICA PILULIFERA 
Von 
Wo tr RossNER* 
Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 18. September 1961) 


Einleitung 

Wie neuere licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen 
zeigen, werden tiber den Feinbau von Chromozentren unterschiedliche 
Angaben gemacht. Nach den grundlegenden Arbeiten von Herrz (1929, 
1933) tiber Chromozentren und nach den Beobachtungen iiber ihren 
Formwechsel in der Endomitose (vgl. GEITLER 1953) war auf Grund des 
unterschiedlichen Verhaltens mit verschiedenem Heterochromatin auch 
innerhalb eines Zellkernes zu rechnen, doch bedarf diese Frage noch 
einer genaueren Klarung. Die gro8en Unterschiede, die an elektronen- 
mikroskopischen Schnittpraparaten gewonnen wurden und von einem 
amorphen Aspekt (Yasuzumi 1960) tiber die Betonung der granuléren 
Komponente (THOENES 1961) bis zur Schraubenstruktur analog dem 
cl ..mosomalen Material (RossNER 1959, PEVELING 1961) reichen, diirfen 
allerdings nicht ohne weiteres miteinander verglichen werden, da sie ansehr 
verschiedenem tierischem und pflanzlichem Material gewonnen wurden. 

Besonders in den Vordergrund sei hier die Beziehung zwischen Chro- 
matin bzw. Heterochromatin am oder im Nucleolus geriickt. Beziiglich 
der lichtmikroskopischen Beobachtungen iiber die Verteilung von Chro- 
matin im Nucleolus, wie sie von Lettre und Sress formuliert wurden, 
oder auch das ,,nucleolus-associated chromatin‘‘ von CaSPERSSON oder 
,,Randk6érperchen*‘ nach Voet, sei auf die zusammenfassende Darstel- 
lung von Hert. (1957) verwiesen. 

Bei der Beurteilung elektronenmikroskopischer Schnittbilder wies 
Borp-HassENKAMP (1960) auf die Schwierigkeiten hin, die sich durch 
die ,,erstaunliche Gleichheit der fadigen Elemente im Kernraum und 
im Nucleolusraum“ ergeben. Heterochromatin kann dariiber hinaus 
nach OsQ,-Fixation eine ahnlich kompakte Lagerung und starken Kon- 
trast wie der Nucleolus zeigen. Immerhin konnten bei Sinapis alba die 
Chromozentren am Nucleolus gut identifiziert werden, und nach der 
Altmannschen Fixation waren zwei Typen unterscheidbar (RossNER 
1959). PeveLine kam an Cucumis sativus zu einem ahnlichen Ergebnis. 


* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Da sich die Kontrastierungseigentiimlichkeiten der Chromozentren 
mit ungepuffertem Altmannschen Gemisch auch bei Nachkontrastie- 
rungsversuchen gut zur Differenzierung von Eu- und Heterochromatin 
bewadhrten (RossnNER 1961), sollten nun mit dieser Methode spezielle 
Fragen aufgegriffen werden. Die Wahl des Materials fiel auf Urtica pilu- 
lifera, da hier Zahl und GréBe der Chromozentren besonders giinstig 
erschienen und der Kontakt zwischen Chromozentren und Nucleolus, 
der von TscHERMAK-WOEsS und HasiTscHKA (1953) lichtmikroskopisch 
bereits eingehend an verschiedenen Haartypen dieser Pflanze beschrie- 
ben wurde, einer sublichtmikroskopischen Klarung bedurfte. 


Material und Methode 


Die Untersuchungen wurden an Wurzelspitzen von Urtica ‘pilulifera durch- 
gefiihrt. Samen wurden in Petrischalen zum Keimen gebracht und nach 4—5 Ta- 
gen die 2—3 mm langen Wurzelspitzen fixiert. Als Fixationsgemische dienten: 
1. 1%ige veronalacetatgepufferte OsO,-Lésung von py 7,2 (2 Std) und 2. ein un- 
gepuffertes OsO,-Kaliumbichromat-Gemisch nach ALTMANN (17 Std). In beiden 
Fallen wurde mit 1%igem Uranylacetat nach StruGGER (1956) nachkontrastiert. 
Nach der Entwasserung iiber die Alkoholreihe erfolgte Einbettung in itiblicher 
Weise in Methacrylat. Als Ultramikrotom stand ein Leitz-Gerat zur Verfiigung; 
die elektronenoptischen Aufnahmen wurden bei 60 kV mit einem Siemens UM 100 
angefertigt. 

Ergebnisse 
1. Koordination licht- und elektronenmikroskopischer Beobachtungen 


Das zur Fixierung gelangte Material umfa8te nicht nur Urmeristem- 
zellen, sondern auch in Differenzierung begriffene Plerom- und Periblem- 
zellen sowie Dermatogen. Es muBte daher damit gerechnet werden, da 
nicht nur diploide, sondern mindestens noch tetraploide Zellkerne erfaBt 
wurden. Da in den Zellkernen eine relativ groBe Menge an Heterochro- 
matin vorkommt, wurden in jedem Ultradiinnschnitt mehrere Chromo- 
zentren angeschnitten. Lichtmikroskopisch waren sieben groBe und eine 
gréBere Anzahl kleiner Chromozentren nachweisbar. Ein direkter Ver- 
gleich zwischen licht- und elektronenmikroskopisch sichtbarem Hetero- 
chromatin war nur in den Fallen méglich, wo ihm charakteristische 
Eigenschaften zukam. Diese Bedingung traf fiir die am Nucleolus lie- 
genden und zwei unmittelbar aneinander haftende Chromozentren zu 
(vgl. Abb. 1). 

Die Messungen ergaben fiir das mit gepuffertem OsO, fixierte Ma- 
terial in elektronenmikroskopischen Bildern die gleichen Werte wie bei 
den lichtmikroskopischen Untersuchungen der mit Flemming-Heitz 
(nach Romets 1948) fixierten Zellkerne. Der Durchmesser der beiden 
am Nucleolus liegenden Chromozentren betrug danach etwa 0,5 u, die 
vier in das Kernk6érperchen hineinragenden hatten eine GréBe von 1,0 x 
0,5 uw, wahrend das doppelte Chromozentrum 1,0 bzw. 0,3 « im Durch- 
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messer betrug. Nach Fixation mit Altmannschem Gemisch wurden 
Werte gemessen, die linear um etwa ein Drittel héher lagen, doch soll 
auf diese Quellungserscheinung im Zusammenhang mit der sublicht- 
mikroskopischen Feinstruktur naher eingegangen werden. Die kleineren, 
in diploiden Zellkernen 0,3—0,4 uw groBen, gelegentlich in Reihen ange- 
ordneten Chromozentren fanden sich in elektronenmikroskopischen 
Schnittbildern in weit geringerer Zahl, als nach lichtmikroskopischen 





Abb. 1. Zellkern mit drei in den Nucleolus (N) hineinragenden Chromozentren (Chr). 
Chr’ zeigt das Chromozentrum mit geteilten Fortsiitzen. Fix. OsO,; Pr.-Vergr. 7500 x, 
Endvergr. 22000 x 


Untersuchungen erwartet werden durfte. Dariiber hinaus ergaben sich 
Anhaltspunkte fiir Chromozentren, die erst als Sammelchromozentren 
polyploider Zellkerne in den Bereich lichtmikroskopischer Beobach- 
tungsmoglichkeit gelangen (Abb. 5). 


2. Die sublichtmikroskopische Feinstruktur 


In keinem der angeschnittenen Chromozentren wurden sublichtmikro- 
skopische Strukturen gefunden, die sich prinzipiell von denen im Euchro- 
matin unterschieden. Die Messungen ergaben im Euchromatin nach 
OsO,-Fixation fiir die Subchromonemata oder Elementarfibrillen (MaR- 
QuARDT, LigsE und HassENKAMP 1956) 115—130 A und die Chromo- 
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nemata 500—550 A. Die Ganghdhe der permanenten Schrauben der 
Subchromonemata schwankte zwischen 200 und 350 A. 

In den heterochromatischen Bezirken waren die Differenzen gréBer. 
Fiir die Subchromonemata wurden dort Fibrillendurchmesser von 130 
bis 155 A gemessen, und die Chromonemata besaBen zwei Maxima zwi- 
schen 510—570 A und 850—1150 A. Die Ganghdéhen lagen hier zwischen 
120 und 300 A. Die deutlich staérkere Aufschraubung in den Subchro- 








Abb. 2. Zellkern mit vier in den Nucleolus hineinragenden Chromozentren nach Fixation 
mit Altmannschem Gemisch. Pr.-Vergr. 7500 x, Endvergr. 25000 x 


monemata war auch in den kleinsten, nur 0,2 0,1 w groBen Chromo- 
zentren nachweisbar. Unterschiede zwischen einzelnen Chromozentren 
schienen nicht vorzuliegen. 

Um die Méglichkeit einer klaren Abgrenzung der Chromozentren 
gegen den Nucleolus zu haben, wurden auch mit ungepuffertem Altmann- 
schen Gemisch fixiert, wobei ebenfalls eine Nachkontrastierung mit 
Uranylacetat durchgefiihrt wurde. Die Kontraststeigerung im Euchro- 
matin war dabei mit einer Quellung der Strukturen verbunden, wie sie 
von Bopp-HasENKAMP (1959) an anderen Objekten bereits beschrieben 
wurde. Im Nucleolus fiihrte dieser Quellungsvorgang zu einer Uber- 
kontrastierung und damit zur Maskierung von Einzelheiten. Die Chro- 
mozentren dagegen erlitten eine Kontrastminderung bei gleichzeitiger 
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Quellung. Diese Erscheinung wurde bei allen Chromozentren, einschlieB- 
lich der lichtmikroskopisch nicht sichtbaren, jedoch nicht bei den am 
Nucleolus liegenden (Abb. 4) beobachtet. Im Heterochromatin mit 
vermindertem elektronenoptischem Kontrast konnten fast niemals 
schraubig aufgewundene Fibrillen in der GréBenordnung von Chromo- 
nemata festgestellt werden. Die Schraubenwindungen der Subchromo- 
nemata verliefen unregelmaBig und groBriumig, oder. an ihre Stelle 
traten undeutlich kontrastierte und ungeordnete Fibrillenanschnitie. 
Die Interfibrillérréume waren deutlich vergréfert. 


3. Die Chromozentren in 
Verbindung mitdem Nucleolus 

Von den direkt am Nu- 
cleolus liegenden Chromo- 
zentren ragten vier in die Nu- 
cleolarsubstanz hinein, eine 
Erscheinung, die von TsCcHER- 
_ MAK-Wokss und HasiTscHKA 
lichtmikroskopisch als faden- 
formige Fortsitze beschrie- 
ben wurde. In Ultradiinn- 
schnitten konnten diese Chro- 


mozentren gelegentlich in Abb. 3. Ausschnitt aus einem Chromozentrum 


einem Schnitt beobachtet mit Fortsitzen in den Nucleolus. Die umeinander- 
1 d: : ’ ‘ gewundenen schraubigen Fibrillen in der GréBen- 
weraen, a sie nahezu in ordnung von Subchromonemata und ihr getrennter 
einer Ebene lagen (Abb. Ly. Eintritt in das Kernkérperchen (Pfeile) sowie die 
optisch leere Zone sind zu erkennen. Fix. OsO,; 
Ihre Abgrenzung gegen das Pr.-Vergr. 7500 x, Endvergr. 36000 x 
Nucleolus-Material bereitete 
in Praparaten, die nach ALTMANN fixiert wurden, keine Schwierigkeiten 
(Abb. 2). Es fiel eine optisch leere Zone zwischen Chromozentren und 
Nucleolus auf, die sich bei beiden angewendeten Fixierungsmitteln, 
jedoch nicht regelmaBig, zeigte (Abb. 3). 





Wahrend eines der Chromozentren nur gering in den Nucleolus hin- 
einragte und ihn schalenférmig eindellte, drangen zwei weitere diametral 
liegende bis zu 1 « in die Nucleolussubstanz ein. Die Langsachse der 
Chromozentren mit den engaufgeschraubten Subchromonemata war 
gegen den Nucleolus gerichtet. Vor den Kontaktstellen spreizten sich 
die Subchromonemata auseinander, wobei sie zwischen sich einen optisch 
leeren Raum lieBen, um dann in den Nucleolus einzutreten, indem sie 
manchmal noch ein Stiick verfolgt werden konnten (Abb. 3). Ihre Zahl 
betrug in der Regel zwei, seltener vier. Beim vierten der erwahnten 
Chromozentren erfolgte regelmaBig etwa in der Linie der duBeren Nu- 
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cleolusbegrenzung eine Aufteilung in zwei mal zwei Subchromonemata, 
die fiir sich in einem spitzen Winkel zueinander in das Kernkérperchen 
eindrangen. Sie fiihrten dann noch ein bis zwei Windungen umeinander 
aus, um dann, wie bei den anderen Chromozentren beobachtet, getrennt 
voneinander in der Nucleolarsubstanz zu verschwinden. Auch hier 
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Abb. 4. Zellkern nach ALTMANN fixiert. Zwei Chromozentren (Chr) zeigen Kontrast- 
minderung, ein weiteres mit dem Nucleolus verbundenes (Chr’) eine kraftige 
Elektronenstreuung. Pr.-Vergr. 7500 x, Endvergr. 28000 x 

konnte das Vorkommen einer doppelten Anzahl von Subchromonemata, 
d.h. acht, die sich in zwei mal vier aufteilten, als wahrscheinlich ange- 
nommen werden. Die Kontrastaufhellung mit Altmannschen Gemisch 
trat in den Chromozentren bis in die letzten Verastelungen ein (Abb. 2). 

Im Gegensatz zu diesen vier heterochromatischen Bezirken wurde 
bei zwei weiteren, die unmittelbar am Nucleolus lagen, stets eine kraftige 
Elektronenstreuung festgestellt. Sie waren mit dem Nucleolus durch 
aufgeschraubte Fibrillen verbunden, die innerhalb des Nucleolusraumes 
nicht weiter verfolgt werden konnten. In ihrer Feinstruktur unter- 
schieden sich diese Chromozentren nicht von den tibrigen; gegeniiber 
dem Nucleolus fehlte ihnen die dort vorhandene globulare Komponente 
(Abb. 4 und 6). 
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4. Lichtmikroskopisch nichtsichtbare Chromozentren 
In polyploiden Zellkernen fielen lichtmikroskopisch Chromozentren 
auf, die sehr klein waren und perlschnurartig in einer Reihe lagen. Grund- 
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Abb. 5. Zellkern mit mehreren unter 0,2 « groBen Chromozentren (Chr), die in einer Reihe 
angeordnet liegen. Fix. OsO,; Pr.-Vergr. 7500 x, Endvergr. 24000 x 





Abb. 6. Ein am Nucleolus liegendes und mit diesem verbundenes Chromozentrum bei 
stiirkerer VergréBerung. Fix. ALTMANN; Pr.-Vergr. 20000 x, Endvergr. 60000 x 
satzlich muB fiir alle heterochromatischen Bezirke, die erst durch endo- 
mitotische Vorgange in den Bereich des Sichtbaren riicken, angenommen 

werden, daf sie auch in diploiden Zellkernen vorhanden sind. 








724 Wo tr Rossner: 


Nach OsO,-Fixation wurden gelegentlich Strukturen angeschnitten, 
die in Lage, GréBe und Feinbau diesen in diploiden Zellkernen nicht- 
sichtbaren Chromozentren entsprechen kénnten (Abb. 5). Unterein- 
ander waren alle unter 0,2 « groBen Chromozentren im Kontrast und in 
ihrem sublichtmikroskopischen Feinbau gleichwertig und haufig mit- 
einander durch euchromatische, geschraubte Fibrillen verbunden (Abb. 7). 
Die vergleichende Fixation mit Altmannschem Gemisch zeigte an diesen 
Stellen Kontrastaufhellung (Abb. 8). 


Abb. 8 





Abb. 7. Ausschnitt aus der Abb. 5. Die Pfeile markieren die cuchromatischen Verbin- 
dungsfibrillen zwischen den Chromozentren. Pr.-Vergr. 7500 x, Endvergr. 32000 x 
Abb. 8. Ausschnitte aus einem Zellkern nach Altmann-Fixation mit sublichtmikroskopisch 
kleinen Chromozentren (Chr). Pr.-Vergr. 7500 x, Endvergr. 32000 x 


Besprechung und Ergebnisse 

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen an den Zellkernen 
der Wurzelspitze von Urtica pilulifera zeigten tibereinstimmende Be- 
funde mit fritheren Arbeiten (RossNER 1959, PEVELING) in bezug auf 
den Feinbau der Chromozentren aus schraubig gewundenen Faden, in 
der annahernd gleichen Gréfenordnung dieser Feinbauelemente und im 
Fehlen von Strukturen, die sich mit der lichtmikroskopisch sichtbaren 
Matrix vergleichen lieBen. Ferner wurde stets eine Kontrastaufhellung 
der Chromozentren nach Fixation mit ungepuffertem Altmannschem Ge- 
misch beobachtet, die sich auch durch Nachkontrastierung nicht auf- 
heben lieB. 

Der Eindruck dieser Kontrastminderung kommt durch eine geringere 
Elektronenstreuung an den einzelnen Faden zustande, verbunden mit 
einem Auseinanderriicken, so das gréBere optisch leere Interfibrillar- 
raume entstehen. Die Quellung der Chromozentren, die bis zu einem 
Drittel ihres Durchmessers betrug, kommt damit einer ,,Verdiinnung* 
gleich und erhéht subjektiv den Eindruck der Kontrastminderung. 

Die am Nucleolus liegenden dicht aufgeschraubten Areale, die sich 
nach beiden angewandten Fixationen stark kontrastieren lieBen, reagier- 
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ten lichtmikroskopisch feulgenpositiv, wahrend mit basischen Farb- 
stoffen keine Anfarbung gelang. Sie waren mit dem Nucleolus verbunden 
und unterschieden sich in ihrer Struktur von diesem dadurch, da8 ihnen 
die granulire Komponente fehlte. Es bestehen daher keine Bedenken, 
sie trotz des abweichenden Verhaltens als Chromozentren anzusprechen. 
Nach Altmann-Fixation konnten zwischen stark kontrastierten Bezirken 
kleinere beobachtet werden, die den tibrigen Chromozentren ahnlich 
sahen. In diesem Zusammenhang muB an die Befunde bei Sinapis alba 
erinnert werden, wo im Interphasenkern der Wurzelspitze Chromatin 
gefunden wurde, das ebenfalls mit dem Nucleolus in Verbindung stand, 
Kontrastaufhellung nach Altmann-Fixation zeigte, doch lichtmikro- 
skopisch feulgennegativ reagierte und mit basischen Farbstoffen dar- 
stellbar war. Wahrend des Mitoseablaufes waren diese Stellen zu einem 
Zeitpunkt, in dem der Nucleolus noch nicht aufgelést war, kaum von 
den itibrigen Chromosomenabschnitten zu unterscheiden (ROSSNER 1959). 
In allen drei Fallen handelt es sich also einwandfrei um Chromatin von 
sublichtmikroskopischahnlicher Struktur, jedoch offensichtlich ehemisch 
unterschiedlicher Zusammensetzung. 

Der Nachweis, daf vier Chromozentren einschlieBlich ihrer Fortsatze 
im Nucleolus einheitlich heterochromatisch sind, konnte eindeutig er- 
bracht werden. Bemerkenswert ist die optisch leere Zone, welche die 
Fortsitze vom Nucleolarmaterial bis auf die direkte Verlangerung ihrer 
Schraubenwindungen trennt. Eine Artefaktstruktur ist in diesem Falle 
sehr unwahrscheinlich, denn sie kénnte nur durch Schrumpfung von 
Nucleolus oder Chromozentrum zustande kommen. Nach Altmann- 
Fixation quellen aber Chromozentren, und eine Schrumpfung des Nu- 
cleolus miiBte auch an der Grenze zum Euchromatin hin nachweisbar 
sein. 

TSCHERMAK-WoOEss und HasitscHKa beobachteten an polyploiden 
Epidermis- und Trichomzellen im Lichtmikroskop die Fortsatze, die 
dann in Nucleolusblasen enden sollen. Diese Blasen sind wohl identisch 
mit den beschriebenen optisch leeren Zonen, wobei durch den Poly- 
ploidiegrad die Strukturen sichtbar wurden. Ebensolche Vakuolen 
innerhalb der Chromozentren konnten allerdings nie beobachtet werden. 
Genauso erscheint es nicht sicher, ob diese oder die sich stets stark kon- 
trastierenden Chromozentren als Trabanten anzusehen sind. 

Ebenfalls eine Frage der Dimension ist das Sichtbarwerden von 
Chromozentren, die in diploiden Zellkernen 0,2 u und kleiner sind. Der 
Nachweis von kleineren Arealen kraftig kontrastierter und dicht auf- 
gewundener Schraubenstrukturen im Zellkern nach OsO,-Fixation reicht 
jedoch zur Identifizierung des Heterochromatins nicht aus, da friihe 
Prophasen einen ahnlichen Aspekt bieten kénnen. Aber auch sublicht- 
mikroskopische, unter 0,3 4 groBe Chromozentren verhielten sich nach 
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Fixation mit OsO,-Kaliumbichromat-Gemisch wie das tibrige Hetero- 
chromatin und im Gegensatz zu Prophasechromosomen, so da ihr 
Nachweis als gesichert gelten kann. 


Zusammenfassung 


An Hand ven Ultradiinnschnitten durch die Wurzelspitze von Urtica 
pilulifera wurde mit Hilfe vergleichender Fixationen von OsO, und einem 
ungepufferten Altmannschen Gemisch versucht, spezielle Fragen der 
Chromozentren-Feinstruktur zu klaren. 

1. Alle angeschnittenen Chromozentren zeigten in ihrer sublicht- 
mikroskopischen Feinstruktur ohne Ausnahme einen Aufbau aus schrau- 
big gewundenen Fibrillen. 

2. Die Fixation mit Altmannschem Gemisch bewirkte in den Chromo- 
zentren eine erhebliche Kontrastminderung und Quellung durch Ver- 
groBerung der Interfibrillérriume. Schraubig gewundene Faden in der 
GréBenordnung von Chromonemata wurden kaum gefunden. 

3. Eine Ausnahme von der Kontrastminderung wurde beschrieben 
und die mdgliche Ursache diskutiert. 

4. Chromozentren, die mit aufgeschraubten fibrilliren Fortsatzen 
weit in den Nucleolus hineinreichen, wurden nachgewiesen. Diese Fort- 
sitze zeigten Kontrastminderung wie die Chromozentren und waren 
von der Nucleolarsubstanz streng gesondert. 

5. Es wurden Strukturen beschrieben, die mit lichtmikroskopisch 
nichtsichtbaren Chromozentren diploider Zellkerne identisch sein konnen. 
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Introduction 

Neo-centromeres or secondary centric regions are associated in 
maize with the presence of an abnormal chromosome 10 in both hetero- 
zygous and homozygous conditions (RHOADES and VILKOMERSON 1942). 

According to RuoapsEs (1952, 1955) this abnormal chromosome 
10 shows in the distal part of its long arm, at pachytene stage, a pairing 
segment bearing 3 prominent chromomeres (or small knobs) not existing 
in the corresponding sites of its normal partner, which ends a little 
beyond the most distal of these chromomeres. 

An extra chromosomal piece follows the above mentioned segment 
in the abnormal chromosome 10. This additional piece is composed 
of two euchromatic segments one on each side of a large heterochromatic 
knob. These euchromatic segments have different length, the most 
distal being the shortest. 

Close to the proximal end of the heterochromatic knob, there is 
another conspicuous chromomere (EMMERLING 1959), whose presence 
is frequently masked due to its being stuck to the neighbouring knob. 

It is in this composite distal region of abnormal chromosome 10 
that the agents for the neo-centric activity are presumed to be located 
since neo-centromeres never arose in its absence. 

All parts of the abnormal chromosome 10 are supposed to be 
exchangeable through crossing-over, with the corresponding ones of 
its normal partner, except in the distal region. Although the pairing 
between the two kinds of chromosome 10 is intimate, crossing-over 
is prevented in the 3 dissimilar chromomere region probably due to 
structural heterozygozity (RHoaDES 1952). Kikupome (1959) found 
that, in an individual heterozygous for abnormal chromosome 10, 
crossing-over between R and Sr,, the most distal known loci of the 
long arm of chromosome 10, occurred always to the left of the most 
proximal of the three distinctive chromomeres. 


* This work has been partly done in the United States, under an I.C.A. — 
National Academy of Sciences fellowship. 
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Therefore this peculiar distal region of abnormal chromosome 10 
segregates always as an indivisible block. In fact it has never been 
divided through crossing-over. 


Lately EMMERLING (1959) has succeeded in obtaining an x-ray ring 
derivative of abnormal chromosome 10. Crossovers in plants hetero- 
zygous for the ring and a normal chromosome 10 produced two chromo- 
somes lacking certain portions of the standard abnormal 10. The 
deletions comprised, besides the small distal euchromatic segment, 
about one half of the heterochromatic knob in one case and the whole 
knob in the other. In both cases the three chromomere region was 
maintained. 


Neo-centromeres were formed in individuals homozygous for both 
kind of modified abnormal chromosomes 10!. 


RuoaDEs (1955) found that the maximum number of neo-centromere 
bearing dyads at MII was equal to the number of knob bearing chromo- 
somes and that neo-centromeres were likely to be formed near the ends 
of long arms. This seems to assign to the knobs a definite role in the 
formation of neo-centric regions. 


Through a further finding the same author showed that knobs were 
not active when detached from the true centromere, this pointing to a 
relationship between centromere and knob. 

On these grounds it was proposed that the abnormal chromosome 10 
gave rise to an over-production of fiber-forming substance at the true 
centromere regions. Some of this substance would move distally along 
the chromosome arms, the knobs being active either in stimulating 
accessory fiber production or in attracting more substance to the arms 
in which they are located. 


A very important discovery was that of RuHoapEs (1942) and 
LoneLey (1945) who found that the abnormal chromosome 10 was 
also responsible for preferential segregation at megasporogenesis in 
individuals heterozygous for knobbed chromosomes. 


Data presented by the latter and by Krkupome (1959) in chromo- 
some 9 as well as by RHoADES and DEmpsEy (1957) in chromosome 3 
are positive in suggesting a particular influence of knobs on preferential 
segregation. In fact, the most frequently recovered genes, when abnormal 
10 is present, are the closest or the most intimately linked to the knobs. 
This seems to mean that the knob is the physical entity involved in 
preferential segregation. Under these circumstances, genes which lie 
closer to knobs would be more preferentially segregated. 


1 Tt seems however that the number of dyads with neo-centromeres varied in 
different strains. 
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Therefore, there is some indirect evidence that preferential segrega- 
tion and neo-centric activity are correlated. Both are dependent on 
the abnormal chromosome 10 and have their expression through knobs. 

To account for this relationship RHoapEs (1952) presented a hypo- 
thesis which assumes neo-centromere activity as the physical basis of 
the mechanism of preferential segregation. He suggested that early 
spindle attachment and pulling of knob bearing chromatid arms to the 
spindle poles by the neo-centromeres in both meiotic divisions, might 
cause the orientation of these arms toward the periphery of the cell at 
first division and their inclusion — since no change of orientation is 
expected at interphase — in the top and the bottom cells of the tandemly 
arranged group of 4 megaspores, following second division. The func- 
tional megaspore is therefore one of the two cells to which the knobbed 
chromosomes are preferentially segregated. 

Obviously preferential segregation of a knob, in an individual 
heterozygous for that knob, takes place only when a crossing-over 
occurs between the centromere and the knob so that dyads with knobbed 
versus knobless chromatids are formed. 


This is a preliminary report on morphological aspects of a new type of abnormal 
chromosome 10 and their bearing on the problem of neo-centromeres in maize. 

Tests on preferential segregation in plants carrying such a chromosome are 
being performed. The results will be published in a further paper. 


Material and methods 

Tine (1958a and b) reported the occurrence of an abnormal chromo- 
some 10 in a plant of maize obtained from a cross involving a variety 
collected from Latin America. From his stocks a few seeds of a F, 
progeny were kindly sent. Most of them carried an abnormal type of 
chromosome 10 but, because the morphology of this chromosome is 
entirely different from that described by TrineG, it is assumed that 
another form of chromosome 10 was present or arose in his stocks}. 

From the plants obtained, several homozygous for abnormal chromo- 
some 10 were crossed with others of a different origin which were also 
homozygous for an abnormal chromosome 10. The latter were grown 
from seeds supplied by Dr. G. Kikupomg, of the Department of Field 


1In fact, Tine (1958b) refers to an abnormal type of chromosome 10, which 
was presumably composed of a normal chromosome 10 and an additional piece 
attached to the end of the long arm and resembling, ‘“‘grosso modo”, the extra 
chromosomal piece earlier described by RHoapEs (1955) for the orthodox abnormal 
chromosome 10. Because of the addition of this extra piece, the chromosome 
becomes about one-fifth longer than the normal one. On the contrary, the ab- 
normal chromosome 10 we found has about the same length as the normal chromo- 
some 10, and it has a peculiar morphology in the distal part of its long arm, as it 
will be shown in the following description. 
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Crops, University of Missouri. The abnormal chromosome 10 they 
carried was derived from the one described by RHoapss (1952) and 
produced neo-centromeres in' both meiotic divisions. 

Aceto-carmin smears were prepared of microsporocytes from plants homo- 
zygous and heterozygous for both abnormal chromosome 10 types, as well as 


from hybrids between these abnormal chromosome 10 stocks. PMC’s of a homo- 
zygous normal chromosome 10 strain (K YS) were also smeared in the same way. 


In order to facilitate further descriptions we will designate the two types 
of abnormal chromosome 10 as S abnormal 10 (Trn@’s stock) and R abnormal 10 
(KikUDOME’s stock). 


Observations 
1. Comparative morphology of abnormal chromosomes 10 


Earlier observations of pachytenes gave us the impression that S 
abnormal 10 was morphologically different from R abnormal 10 in the 
distal region of the long arm. This arm seemed to be shorter in S homo- 
zygous individuals, its knob being smaller than usual (compare Figs. 1 
and 5). 

In heterozygous plants where this chromosome was paired with 
a normal one, the differences were still more evident since the S ab- 
normal 10, instead of showing an additional segment in its long arm, 
as in the case of R abnormal 10, was accompanied by its normal partner 
throughout its length (compare Figs. 3 and 6). 

A more accurate observation of the knob in the homozygous indi- 
viduals revealed that each chromosome was constituted in this region 
of two adjacent chromomeres heavily charged with chromatin. These 
chromomeres were rarely seen separated since they stuck together to 
form a dark staining chromatin block. A third lightly stained chromo- 
mere is located distally. 

Pairing between S abnormal 10 and normal 10 was intimate along 
the whole chromosome (Fig. 6). 

Therefore, since these observations threw some doubt on the com- 
plete identity between S and R abnormal 10, crosses were made between 
plants carrying both kinds of chromosomes. The hybrids perfectly 
displayed the extent of morphological differences between the two 
chromosomes (Fig. 2). 

Bivalents composed of S and R abnormal chromosomes 10 were 
double-stranded up to the most distal chromomere of the three distinct 
chromomere region of R abnormal 10, the remainder of the R chromo- 
some being single as when it pairs with the normal 10 (Fig. 3). 

Pairing of the terminal region of S abnormal 10 was as follows: 
the two chromomeres involved in the knob paired with the first two 
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Figs. 1—4. Pachytene bivalents of chromosome 10 of maize. The arrows limit the 3 dis- 
similar prominent chromomere region. x 2000. — Fig. 1. Homozygous bivalent of orthodox 
abnormal chromosome 10 (R abnormal 10). — Fig. 2. Heteromorphic bivalent composed 
of R abnormal 10 and the newly found abnormal chromosome 10 (S abnormal 10). Notice 
the striking similarity between the prominent chromomere regions of Figs. 1 and 2 and 
also the abrupt ending of S abnormal 10 at the chrommomere near the topmost arrow. — 
Fig. 3. Heteromorphic bivalent showing an orthodox abnormal chromosome 10 paired 
with a normal one. The normal chromosome ends a little beyond the most distal prominent 
chromomere. — Fig. 4. Homozygous bivalent of a normal chromosome 10 
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ones of the 3 distinct chromomeres of R abnormal 10, and the light 
staining chromomere paired with the third and most distal one. 

It became clear that the knob-forming chromomeres of S abnormal 
10 carried more heterochromatin than their homologues in the R 
chromosome, the opposite being true in regard to the most distal 
chromemere. 


ERT? Te RR 
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Figs. 5 and 6. Pachytene bivalents of chromosome 10 in maize. (Arrows as in Figs. 1—4.) 
x 3000. — Fig. 5. Homozygous bivalent of the newly found abnormal chromosome 10 
(S abnormal 10). The two most proximal prominent chromomeres form a knob. — Fig. 6. 
Heterozygous bivalent formed by a normal chromosome 10 and the newly found abnormal 
one. The long arm of the normal chromosome seems to surpass the tip of the abnormal one 





Comparing Figs. 1 and 2, we find great morphological similarities 
in the segment including the three chromomeres (limited by arrows). 
However, in the heteromorphic bivalent of Fig. 2 the greater amount 
of chromatin supplied by S abnormal 10 makes the first two chromo- 
meres when stuck together in the bivalent, appear as an heterochromatic 
mass, larger than in a homozygous R abnormal 10 (Fig. 1). 

The most distal of these three chromomeres frequently displays, in 
the heteromorphic bivalents, a double structure in both chromosomes 
as is observed in Fig. 2. 

Fig. 4 represents a normal chromosome 10 bivalent which as expected, 
does not show either prominent chromomeres or knobs at the distal part 
of its long arm. 








734 T. MeLLo-Sampayo: 


From the above description, it seems that S abnormal 10 corres- 
ponds morphologically to a deficient R abnormal 10, from which the 
already mentioned additional piece (segment beyond the top-most 
arrow of Fig. 3) is missing. If we compare the bivalents of Figs. 3 and 6, 
in which each type of abnormal 10 (R and §) is paired with a normal 10, 
we see that what is missing in S abnormal is really the distal extra- 
segment of R abnormal 10. 

Fig. 6 shows one of the characteristic features of the pairing of 8 
abnormal 10 with its normal partner in the distal region of the long 
arm. The normal 10 seems to extend beyond the end of S abnormal 10 
and to be unpaired at its tip. However, it is difficult to decide if a true 
deficiency of S abnormal 10 is involved. 


1 
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Figs. 7 and 8. Meiotic aspects of chromosomes in microsporocytes of maize carrying the 
newly found abnormal chromosome 10 and showing neo-centric activity. — Fig. 7. Pro- 
x 1500. — Fig. 8. 


metaphase I with early half spindle attachments in a bivalent (arrow). 
Metaphase I with asynchronously dividing bivalents. x 1000 


2. Neo-centromeres 

Plants carrying S abnormal 10 in either homozygous or heterozygous 
condition showed neo-centric activity of chromosomes in both meiotic 
divisions. 

In the first division, early spindle attachment of the chromosome 
extremities (Fig. 7, arrow) was rarely seen. Most metaphases I were 
_ perfectly normal and there were very few cases in which neo-centromeres 

were apparent at this stage (Fig. 8). However, we noticed a great 
asynchrony in the division of the bivalents, some of them being more 
advanced toward anaphase. 


735 
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Neo-centromere activity was first detected in middle anaphase I 
(Figs. 9 and 10). Some chromosomes start to be pulled at their ends 





Figs. 9—12. Meiotic aspects of chromosomes in microsporocytes of maize carrying the 

abnormal chromosome 10 and showing neo-centric activity. — Figs. 9 and 10. Anaphase I 

showing chromosomes with a low degree of neo-centric activity. x 500. A chromatid 

bridge is seen in Fig. 9. — Figs. 11 and 12. Metaphase II and anaphase II showing neo-centric 

activity (higher than in first division) in some chromosomes. x 1000. Notice the intense 
stickiness of the chromosomes 


(on one or both sides) and take the lead to the poles. Sometimes the 
movement of a chromosome is delayed, either because of fusion to its 
homologue or because one of its arms is pulled toward the opposite 
pole. In the latter case a chromatid bridge is formed. 
49 
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Neo-centric activity reappears at second prophase and prometa- 
phase II. Here, the intensity of this phenomenon is much higher than 
at first division and neo-centromeres are quite evident (Figs. 11 and 12) 
since the chromatid arms are stretched toward the spindle poles at 
metaphase. However, neo-centric activity never reached the high 
intensities recorded in the stocks of RHoADES and VILKOMERSON 
(1942). 

Since neo-centric activity begins early in the second meiotic division, 
chromosome ends are pulled toward the poles before any spindle struc- 
ture is visible. Polarity is therefore functional at early stages of this 
division. In fact, neo-centromeres are very early attached to their half 
spindle fibers and consequently what seems to stretch the chromo- 
some arms is the movement of its true centromere to the equatorial 
plate, in some cases. 

In this material very few chromosome arms exhibit an intense neo- 
centric activity. This is probably due to the fact that knobs are small 
to medium sized. They do not stick together very frequently although 
stickiness is pronounced at contracted stages, mainly in second division. 


Discussion 

The account here presented gives sufficient basis to conclude that 
S abnormal 10 is, to some extent, structurally similar to one of the 
modified chromosomes obtained by EMMERLING (1959) from a ring 
involving an abnormal chromosome 10, namely that one in which the 
distal euchromatic segment and the whole heterochromatic knob were 
missing (designated K°® by the author, see Fig. 13b). As is seen in 
Fig. 13c, these parts are also absent in S abnormal 10, which ends at 
the most distal of the 3 characteristic chromomeres. Therefore, this 
chromosome may be considered as a derivative of R abnormal 10 
(Fig. 13a), the piece beyond the third prominent chromomere having 
been lost through spontaneous breakage. 

There is little doubt that a factor or factors responsible for neo- 
centric activity are located in the distal segment of the long arm of 
abnormal chromosome 10 that undergoes no crossing-over when this 
chromosome pairs with the normal one. This segment we will designate 
the ‘‘telo-segment’’. 

The telo-segment has its proximal end at the left of the most proxi- 
mal of the 3 dissimilar chromomeres. It is likely that it begins not 
very far to the right of the R locus and before the Sr, locus is reached. 
RuoavEs (1952) found that there was 1% recombination between R 
and the most proximal of the three dissimilar chromomeres. K1kKUDOME 
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(1959) showed that crossing-over between R and Sr, was drastically 
reduced in individuals heterozygous for abnormal chromosome 10. 


The production of a deficient abnormal chromosome 10 (K®) by 
EMMERLING (1959) which retains the ability to induce neo-centromeres, 
indicates that a shorter piece of the telo-segment is responsible for neo- 
centric activity. This small piece would have its distal limit just proxi- 
mal to the heterochromatic knob. In the case of S abnormal 10, the 
deficiency is slightly larger, the end of the chromosome being coincident 


a ———_O-—_____—__ee—_o—_>—_ 
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Fig. 13a—d. Comparative morphology of the various types of abnormal chromosomes 10 

in maize. a Orthodox abnormal chromosome 10 (R abnormal 10). b Modified abnormal 

chromosome 10 (EMMERLING’S K°). c Newly found abnormal chromosome 10 (S abnormal 
10). d Normal chromosome 10, for comparison 


with the distal chromomere. A factor or factors for neo-centric activity 
are likely to be located in this segment. 


It is reasonable to assume that further deletions of the 3 chromomere 
region would lead to gamete inviability since this is the part of the 
telo-segment that pairs with the distal segment of the long arm of 
normal 10. 


Since limits for a minimum segment responsible for neo-centric 
activity have been suggested, a problem arises in regard to the role of 
the remaining distal parts of the telo-segment. 


EMMERLING (op. cit.) found a low degree of neo-centric activity in 
plants homozygous for both her deleted abnormal chromosomes. The 
same has been observed by us concerning S abnormal 10. If the 
variation introduced by different stocks is ignored, we might assume 
that the missing parts contain additional factors for the neo-centric 
activity. 

On the other hand, since the abnormal chromosome 10 is assumed 
to stimulate spindle-fiber production at the knobs, we might postulate 
a dual role of the telo-segment because it carries distally a large knob 
which must itself constitute a site of precocious spindle fiber attachment. 

49* 
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This point must be emphasized since it is likely that these two com- 
plementary functions, stimulation and local production of precocious 
chromosomal fibers at the neo-centromeres, although residing together 
in the telo-segment, are probably independently controlled. Actually 
this concept may be deduced from RHoaDES’ theory on the mechanism 
of chromosome fiber production and from the most acceptable hypo- 
thesis that abnormal chromosome 10 activates all knobs of the chromo- 
some complement, including its own. 

In these terms, we may suggest that a factor or factors controlling 
over-abundance of fiber-forming substance are located in the 3 dissi- 
milar chromomere region of abnormal chromosome 10. The ultimate 
production of precocious chromosomal fibers would depend, in the 
abnormal chromosome 10 as in the other chromosomes of the same 
complement, on the presence and specificities of its knob. 

It is reasonable to assume that if this knob is missing, as in the case 
of S abnormal 10 and Emmeriine’s K® chromosome, its function 
would be transferred to the next smaller, heterochromatic and distally 
located mass of the chromosomal strand. The two most proximal, 
confluent and prominent chromomeres of the 3 dissimilar chromomere 
region form, when stuck together, a small knob which is likely to become 
activated as a precocious spindle fiber attachment and a site of pref- 
erential segregation. KikUDOME (1959) has shown that a small knob 
at the end of the short arm of chromosome 9 was preferentially segre- 
gated against a knobless homologue in plants heterozygous for ab- 
normal chromosome 10, Therefore we may assume that the terminal 
portion of the deleted long arm of abnormal chromosome 10 may become 
functional since it bears also a small knob. On the other hand, trans- 
ference of the neo-centric activity to a smaller knob in these deleted 
abnormal chromosomes 10 might partly explain the reduced preferential 
segregation of the RF locus. 
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Summary 


A new type of abnormal chromosome 10 has been found among 
maize plants grown from seeds sent by Dr. Y.C. Tine of Harvard 
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University. This chromosome deviates in its morphology from the 
orthodox abnormal chromosome 10 described by RHoapEs (1952) and 
from the one described by Tine (1958b). It produces a low degree of 
neo-centric activity. 

Cytological observations of plants heterozygous for the new abnormal 
chromosome 10 and either an orthodox abnormal chromosome 10 or 
a normal one, have suggested that the new type was cerived from an 
orthodox abnormal 10 through spontaneous breakage and loss of an 
important piece of its long arm. The delection involved the distal 
part of the long arm of orthodox abnormal chromosome 10, proximally 
limited by the third most distal dissimilar and prominent chromomere. 
This corresponds approximately to the extra segment at the end of 
orthodox abnormal chromosome 10 which remains unpaired in hetero- 
zygotes with the normal 10. It bears a large heterochromatic knob. 
The missing piece is a part of the larger fraction of the long arm of 
orthodox abnormal chromosome 10 that remains unaffected by crossing- 
over in a heteromorphic bivalent having a normal chromosome 10 
(telo-segment). The telo-segment has its proximal limit at the left of 
the most proximal of the 3 dissimilar chromomeres, probably between 
the R and Sr, loci. It has been proposed that a factor or factors respon- 
sible for neo-centric activity are located in the portion of the telo- 
segment between its proximal limit and the third most distal dissimilar 
chromomere (3 dissimilar chromomere region). 


Since the telo-segment of the orthodox abnormal 10 also bears a 
large knob in its distal half, it has been suggested that this segment 
has a dual role in neo-centric activity. The factor or factors located in 
the proximal piece of the telo-segment would stimulate over-abundance 
of fiber-forming substance, whereas local production of chromosomal 
fibers would depend ultimately on the knob’s activity. 


If the large knob is absent, its role in neo-centric activity would 
be transferred to the next smaller and distally located hetero-chromatic 
mass, such as the knob-like body near the end of the new abnormal 
10 which results from the fusion of the two most proximal prominent 
chromomeres of the telo-segment. 
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